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ABREVIATURAS 

+TIP: Microtubule plus-end Tracking Proteins. 

a-TAT1: a-Tubulin Acetyl-Transferase 1, acetiltransferasa de a-tubulina 1 

yTuRCs: y-tubulin Ring Complexes, complejos de anillos de y-tubulina. 

ADN: Ácido desoxiribonucleico 

ARNm: Ácido desoxiribonucleico mensajero 

ATP: Adenosina trifosfato 

CAD: Cath.a-dífferentiated, línea celular inmortalizada derivada de un subclón de una 

línea celular catecolaminérgica de tumor neuronal. 

CHIP: Carboxy terminus of Hsp 70-!nteracting Protein. 

CHO: Chinese Hamster Ovary, línea celular inmortalizada derivada de ovario de hámster 

chino. 

C150: Çoncentracion Inhibitoria del 50% 

CLIP-l15: Çytoplasmic LinkerProtein-170. 

CLI P-170: Çytoplasmic Linker Protein-1 70. 

COS: línea celular inmortalizada derivada de riñón de mono verde africano. 

CPP: Çytosolic Carboxipeptidase. 

CYLD: Cylindromatosis. 

DO: Densidad Óptica de una banda de Western blot. 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Ham's F12. Medio de cultivo de células. 

EB: End Binding protein. 

EGTA: Eth y/ene Glycol Tetraacetic A cid, 

Elp3: Elongator comp/ex protein 3. 

GNATs: Gcn5 related N-acetyltransferases, familia de enzimas acetiltransferasas. 

G5K313: Glyco gen S_ynthase Kinase 3b. 

GTP: Guanosina Irifosfato 

HDAC6: Histone Deacetylase 6, histona deacetilasa 6. 

HDAC5: Histone Deacetylase 5, histonas deacetilasa S. 

HSP90: Heat Shock Protein 90. 

II-10: !ntereuquina 10 

kDa: kilo Dalton. 

KIF2A: Kinesin Superfami/y protein 2A. 

KO: knockout. Organismo manipulado genéticamente para que no exprese una proteína 

endógena. 

Lys: L-lisina 

IPS: LipoPoliSacárido. 

MAP: Microtubule Associated Protein. Proteína asociada a microtúbulo. 

MAPK p38: Mito gen-A ctivated Protein Kinase p.38. 

MEC-17: Alpha lubulin N-Acetyltransferase 1, Ortólogo de a-TAT1 

MCAK: Mitotic Centromere-Associated Kinesin, kinesina mitótica asociada al centromero. 

mDia2: Protein diaphanous homo/og 3. 

MTOC: MicroTubule Qrganizing Center, Centro Organizador de Microtúbulos 

NF-K13: Nuclear Facta.c-  kappa-light-chain-enhancer of activated B ce/ls 

P-ATPasas: familia de bomba de iones caracerizadas por formar un intermediario 

fosforilado durante su ciclo de reacción. 

PBS: Phosphate BufferSaline. Buffer fosfato salino. 

PKCa: Protein Kinase C alfa. 
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PMCA: Plasma Membrane Calcium ATPase, ATPasa de calcio de membrana plasmática. 

PMSF: PhenylMethylsulfonyiFluoride. Fluoruro de fenilmetilsulfonilo, inhibidor de 

proteasas. 

PMVs: Plasma Mebrane Vesicles, vesículas de membrana plasmática. 

RunX2: Runt-related transcription factor 2. 

Rheb: Ras homolog enriched in brain. 

SDS: Sodium DodecylSulfate, dodecilsulfato de sodio, detergente aniónico. 

SDS-PAGE: SDS Po/jA crylamide Gel Electrophoresis, electroforesis en gel de poliacrilamida 

con SDS. 
SERCA: Sarco endoplasmic Reticulum Calcium ATPase, ATPasa de Calcio de retículo 

en do pl á s mico. 

Sirt2: Sirtuin 2. 

SN: SobreNadante número X. 

SPCA: Secretory Pathway Calcium ATPase, ATPasa de calcio de la vía secretoria. 
STOP: Stable Tubule-OnIy Po/ypeptide. 

Tat: Trans-Activator of Transcription. Proteína del virus de inmunodeficiencia humano. 
TPPP/P25: Tubulin Polimerization-Promoting Protein/p25, proteína promotora de la 
polimerización de tubulina p125. 

TRIM: Tripartite motif-containing 50, E3 ubiquitín ¡¡gasa. 
TRNs: Touch receptor neurons, neuronas sensibles al tacto de C. e/egans. 
TSA: Trichostatin A 

TTLL: Tubulin Tyrosine Ligase Like proteins. 

ZnF-UBP: zinc-fin ger ubiquitin binding domain 



RESUMEN 

MARCO TEÓRICO Y OBJETIVOS 

Los microtúbulos son tubos cilíndricos huecos de 25 nm de diámetro (externo) formados 

por dímeros de a/j3Tubutina. Sus principales funciones son la de servir de carriles por donde se 

transportan y anclan eTementos celulares, y de otorgar resistencia mecánica a cilios y flagelos y a 

la célula en su conjunto. De esta manera participan en procesos celulares como la separación de 

cromosomas durante la mitosis/meiosis, la diferenciación y migración celular y la traducción de 

señales. Las propiedades de los microtúbulos, y por ende las funciones que cumplen, pueden ser 

alteradas variando la identidad de los dímeros que los componen. Esta variedad surge de los 

diferentes isotipos genéticos de tubulina y de las modificaciones postraducción que estos pueden 

sufrir. 

Una de las modificaciones postraducción de la tubulina es la acetilación. La misma 

consta del agregado de un acetilo sobre el grupo amino épsilon de la lisinaÓdTá mólécula de a-

tubulina. Esta acción es llevada a cabo en animales por la acetiltransferasa de tubulina a-TAT1 y la 

reacción inversa por la enzima histona deacetilasa 6 (HDAC6). Esta modificación postraducción 

fue descripta hace más de 30 años y al día de la fecha hay un volumen importante de trabajos 

publicados al respecto. Sin embargo, el rol fisiológico que cumple no es claro y aún es tema de 

debate y disenso. En parte, esto se debe a limitaciones técnicas encontradas a la hora de estudiar 

la función de la acetilación de tubulina. La mayoría de los trabajos se han basado exclusivamente 

en experimentos realizados utilizando cultivos celulares, en los cuales modifican los niveles de 

tubulina acetilada (modificando la actividad de HDAC6 o a-TAT1) y observan el fenotipo celular. 

En este sistema experimental es sumamente complicado modificar el estado de acetilación de 

tubulina sir alterar otros parámetros celulares en paralelo (inclusive otras modificaciones 

postraducción de la tubulina) ya que las enzimas tienen efectos sobre los microtúbulos que son 

independientes de la acetilación de tubulina y además modifican postrad ucciona¡mente otras 

proteínas. Sumado a eso, las conclusiones de estos trabajos derivan del análisis de cambios 

relativos en los niveles de tubulina acetilada, sin conocimiento de qué porcentaje de la tubulina se 

encuentra acetilada. En estas condiciones, establecer una relación de causalidad entre un 

fenómeno celular y la acetilación de tubulina se torna dificultoso y arriesgado. Una manera de 

sobrellevar esta dificultad es apoyar los experimentos de biología celular con experimentos 

bioquímicos en donde se trabaje con preparaciones de tubulina pura que difieran exclusivamente 

en su grado de acetilación. Sin embargo, la tubulina purificada (por el método de 

ensamble/desensamble) posee muy poco o nada del isotipo acetilado. Es por esto que en este 

trabajo de tesis nos propusimos desarrollar tanto un método de purificación de tubulina 

enriquecida en el isotipo acetilado como un método simple de cuantificación del porcentaje de 

tubulina que se encuentra acetilada en una muestra. 

Por otro lado, poco tiempo antes del comienzo de este trabajo se había determinado 

que la tubulina acetilada, pero no la no acetilada, podía unirse a e inhibir la actividad catalítica de 

la bomba de calcio de membrana plasmática (PMCA), una de las principales encargadas de la 

regulación fina de los niveles citosólicos de calcio. En este trabajo también nos propusimos hacer 

un estudio bioquímico del complejo tubulina acetilada-PMCA utilizando la preparación de 

tubulina purificada enriquecida en el isotipo acetilado aquí desarrollada. 
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES 

En primer lugar se determinó que en un homogenato de cerebro de rata hay una alta 

actividad deacetilasa de tubulina, la cual es la responsable de que en preparaciones de tubulina 

purificada por el método tradicional de ensamble/desensamble haya muy poco o nada de 

tubulina acetilada. Utilizando inhibidores específicos de las diferentes deacetilasas se determinó 

que la enzima responsable de esta actividad es la HDAC6. En vista de esto, se diseñó un protocolo 

de purificación de tubulina enriquecida en el isotipo acetilado basado en el agregado de 

Trichostatin A (TSA, un inhibidor de HDAC6) en todos los buffers del protocolo de purificación. 

Utilizando este método se obtuvo una preparación de tubulina purificada por 3 ciclos de 

ensamble/desensamble que contiene un 64% de tubulina acetilada respecto de tubulina total. En 

contraste, cuando no se agrega TSA en los buffers de purificación se obtiene una preparación de 

tubulina que posee alrededor de un 0,2% de tubulina acetilada. Ambas preparaciones son 

análogas en cuanto al estado de tirosinaaón detubulina (otra modificación postraducción de 

tubulina), la cinética de polimerización o depolimerización en frío y composición proteica. Por 

ende son ideales para experimentos bioquímicos de comparación entre tubulina acetilada y no 

acetilada. 

En segundo lugar se desarrolló un método de cuantificación del porcentaje de la 

tubulina que se encuentra acetilada en una muestra. El método consiste en la acetilación química 

(con anhídrido acético) de una alícuota de la muestra a analizar y luego la comparación directa 

entre la muestra sin acetilar químicamente y la acetiladada químicamente mediante Western blot 

revelado con el anticuerpo específico para tubulina acetilada 6-1113-1. Dado que ni el tritón X-100 

ni el SDS afectan la reacción de acetilación química, este método también puede ser utilizado para 

cuantificar muestras en las que se requiera de detergentes para la extracción de tubulina, como 

cultivos celulares. 

Por último, mediante experimentos de coprecipitación de proteínas de membrana 

disueltas en detergente con microtúbulos se determinó que la PMCA es capaz de unirse a 

microtúbulos. Además, se determinó que esta interacción es independiente tanto de la presencia 

de las proteínas asociadas a microtúbulos (MAPs) como del dinamismo de los microtúbulos. 

Parte de los resultados de esta tesis fueron publicados oportunamente (Carbajal et al., 

2012; Chesta et al., 2013) 
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Citoesqueleto 

El citoesqueleto de células animales está conformado por filamentos intermedios, 

microfilamentos (filamentos de actina) y microtúbulos. Actualmente también se propone a los 

filamentos de septinas como parte del citoesqueleto (Mostowy y Cossart, 2012). 

Se trata de un sistema filamentoso distribuido en todo el citoplasma. El correcto 

funcionamiento de este sistema está basado en la resistencia mecánica de los mismos. Haciendo 

uso de esta resistencia es que la célula puede mantener o cambiar su organización interna 

(polarizada o no), anclarse a la matriz extracelular, desplazarse por la misma o adquirir y 

mantener una determinada forma. Son estructuras versátiles, capaces de reordenarse con 

facilidad que se influencian mutuamente y actúan de manera coordinada para poder adaptar a la 

célula a los diferentes contextos a los que se enfrenta. 

A continuación se hará una breve descripción de los filamentos intermedios, los 

filamentos de septinas y los microfilamentos y una descripción mucho más detallada de los 

microtúbulos por ser tema central de este trabajo. 

Filamentos intermedios 

Los filamentos intermedios tienen un diámetro entre 7 y  12 nm, intermedio entre el de 

los microtúbulos (25 nm) y el de los microfilamentos (5-9 nm). Son polímeros de proteínas 

fibrosas que forman fibras flexibles sin polaridad estructural, que forman una malla en el 

citoplasma y rodeando la membrana interna nuclear (lámina nuclear) otorgándoles resistencia 

mecánica (Fig. 1). En humanos son más de 70 proteínas, agrupadas en 6 familias, las que pueden 

formar filamentos intermedios. 

Aunque pueden reordenarse, son estructuras más estáticas que los microtúbulos o los 

microfilamentos y dado que no hay mecanoenzimas (enzimas que generan movimiento) que se 

asocien a estos filamentos no están involucrados en la producción de movimiento. 

Los filamentos intermedios conectan las células epiteliales entre sí y a la matriz 

extracelular (a través de desmosomas y hemidesmosomas respectivamente) confiriéndole 

resistencia mecánica al tejido en su conjunto. También forman estructuras extracelulares como el 

pelo o las uñas. 
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Figura 1:  Filamentos intermedios 

(A) Representación esquemática que muestra cómo se asocian proteínas de vimentina para 
formar un filamento intermedio. 4 monómeros de vimentina se unen de manera antiparalela 
para formar un tetrámero. Ocho tetrámeros se unen para formar la UBE (unidad básica del 
filamento) y estas se unen longitudinalmente para formar el filamento. Cada monómero está 
representado como una barra pintada de amarillo y rojo para esquematizar la polaridad de la 

proteína (B) Inmunofluorescencia de células animales. En rojo se marcan los filamentos 

intermedios (FIs) compuestos de vimentina, en verde FIs compuestos por laminina Ay en azul se 

marca el ADN con DAPI. Ambas imágenes fueron adaptadas de Herrmann et al., 2009. 

Filamentos de septinas 

Originalmente descubiertas en el septum de levaduras en división, las septinas se han 

descripto en prácticamente todos los eucariotas, incluido el humano (Cao et al., 2007; Nishihama 

et al., 2011; Pan et al., 2007). Las septinas son proteínas GTPasas de 30-65 kDa de masa que 

tienen la capacidad de hetero-oligomerizar para formar filamentos no polares, los cuales se 

asocian entre ellos para formar estructuras de mayor complejidad que comprenden filamentos, 

anillos y estructuras en forma de jaula (Fig. 2). Estas estructuras son más estables que los 

microfilamentos y los microtúbulos y sirven como estructuras de andamiaje o como barreras 

difusionales (Mostowy y Cossart, 2012). 
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Figura 2:  Filamentos de septina 

Representación esquemática de septinas y las estructuras que estas forman. Diferentes 
subunidades de septina (representadas con diferentes colores) se unen en complejos 
hexaméricos, los cuales se unen entre sí para formar filamentos, los cuales se agrupan en 
manojos y estos forman supraestructuras como anillos. Figura adaptada del trabajo de Mostowy 
y Cossart (2012). 

M icrofi lamentos 

Los microfilamentos son fibras de 5-9 nm de diámetro, formados por la polimerización 

de la proteína globular actina en una doble hebra helicoidal (Fig. 3A). Dado que las subunidades 

de actina se unen entre sí cola con cabeza, el microfilamento que forman es una estructura polar 

cuyos extremos difieren entre sí. De un lado del filamento se encuentra el "extremo (+)", cuya 

dinámica de polimerización y depolimerización es más rápida, y del otro se encuentra el llamado 

"extremo (-)", cuya dinámica de polimerización y depolimerización es más lenta. 

En las células, estos filamentos pueden asociarse entre sí a través de proteínas 

entrecruzantes para formar diferentes supreaestructuras que cumplen diversas funciones: por 

debajo de la membrana celular los filamentos de actina forman el córtex celular. El mismo es una 

red de filamentos de actina entrecruzados que, gracias a su asociación con la proteína motora 

miosina, tiene la capacidad de contraerse. El mismo tiene como principales funciones las de darle 

forma y rigidez a la membrana plasmática así como transportar vesículas endo y exocíticas. Por 

otro lado, en células migratorias (como leucocitos o fibroblastos) los microfilamentos forman una 

red en el frente de migración que, a través de la fuerza generada por la polimerización de actina, 

es la principal responsable de empujar la membrana plasmática hacia adelante y así sustentar el 

proceso migratorio. Los microfilamentos también se asocian entre ellos y con miosina formando 

manojos contrácti les llamados fibras de estrés (Fig. 3B), las cuales le permiten a la célula 

encogerse y de esta manera colaboran con el proceso migratorio. Los microfilamentos también 

cumplen funciones importantes durante la mitosis y meiosis ya que en etapas tempranas de las 

mismas colaboran con el posicionamiento de los centrosomas que luego forman el huso mitótico 

y en etapas más tardías, específicamente durante la citocinesis, junto con miosina forman el anillo 

contráctil que divide la célula madre en dos células hijas. En células musculares se asocian 

también con miosina en una estructura muy particular la cual es responsable de la contractilidad 

muscular. 
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Figura 3: Filamentos de actina 

(A) Representación squemática de un filamento de actina. A la izquierda se encuntra el 

extremo (+) y a la derecha el extremo (-). Las moléculas de actina en solución se 

encuentran unidas a una molécula de ATP. Una vez que se unen al microfilamento lo 

hidrolizan y al tiempo liberan el fosfato. La actina unida a ADP es más propensa a 

desensamblarse. Figura adaptada del tabajo de Lee y Dominguez (2010). (B) Actina de 

células Hela visualizada por inmunofluoresencia. Lo que se observa principalmente son 

fibras de estrés. Barra de escala corresponde a 10 hm. Imagen adaptada del trabajo de 

Heng y Koh (2010) 

Microtúbulos 

Estructura, función y características generales 

Los microtúbulos, a diferencia de los filamentos intermedios y los microfilamentos, no 

son estructuras fibrilares sino que son cilindros huecos, de unos 25 nm de diámetro externo y de 

longitud variable, pudiendo medir desde 1 a más de 100 micrometros de largo (Bray y Bunge, 

1981). Su principal función es la de servir como carriles para el transporte de vesículas, organelas, 

cromosomas, ARNm, etc., y/o la inmovilización de elementos subcelulares, y la de dar sustento 

mecánico a cilias y flagelos así como a la célula en su conjunto. 

Estructuralmente están formados por la asociación lateral de 13 protofilamentos1  los 

cuales a su vez están formados por la asociación lineal, con ordenamiento cola con cabeza, de 

heterodímeros de a y ¡3 tubulina (Fig. 4). Dado que los heterodímeros se encuentran alineados en 

paralelo en el microtúbulo, el mismo es una estructura polar, con un extremo que expone 

a-tubuhina (extremo (-)) y el otro decorado por ¡3-tubuhina (extremo (+)). Estos extremos además 

de diferir en la subunidad de tubuhina que los decora, tienen diferentes dinámicas de 

polimerización y de depohimerización: el extremo (+) polimeriza más rápido y depohimeriza un 

poco más lento que el extremo (-) (Walker et al., 1988). 

Otra característica intrínseca de los microtúbulos que sirve a su función es la llamada 

inestabilidad dinámica. Este término fue acuñado en el año 1984 por Mitchison y Kirschner y 

describe el comportamiento de los microtúbulos, tanto in vitro como in vivo, de alternar 

constantemente entre fases de sostenida elongación y fases de sostenido acortamiento. 

1 
 En la mayoría de las células animales, aunque hay excepciones (Burton et al., 1975; Chalfie and Thomson, 
1982; Nagano and Suzuki, 1975). Polimerizados in vitro pueden tener entre 12 y 16 (Pierson et al., 1978). 
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Figura 4: Microtú bulos 

Representación esquemática de microtúbulos en crecimiento, estáticos o depolimerizandosé. 

Figura adaptada del trabajo de Conde y Cáceres (2009). 

Las transiciones de elongación a acortamiento se llaman eventos de catástrofe y la 

inversa eventos de rescate (Fig. 4). Mediante este comportamiento dinámico, el cual puede ser 

regulado mediante diferentes mecanismos (ver más adelante), los microtúbulos pueden explorar 

el citoplasma en la célula y eventualmente estabilizarse al encuentro de pistas moleculares 

concretas. La teoría más aceptada para explicar este comportamiento es la teoría del "capuchón 

de GTP" (Mitchison y Kirschner, 1984). La misma se basa en lo siguiente: ambas subunidades de 

tubulina unen GTP y, mientras el heterodímero esté en solución (sin formar parte de un 

microtúbulo), el mismo contendrá dos moléculas de GTP unidas (tubulina GTP). Sin embargo, al 

poco tiempo de incorporarse a un microtúbulo la molécula de í3-tubulina hidroliza su molécula de 

GTP, liberando el fosfato y reteniendo el GDP (tubulina GDP) (Weisenberg et al., 1976). Los 

protofilamentos formados por tubulina GDP tienen una conformación más curva (hacia afuera del 

microtúbulo) que aquellos formados por tubulina GTP (ver esquema de microtúbulo en 

depolimerización, Fig. 4) (Hyman et al., 1995; Muller-Reichert et al., 1998; Wang y Nogales, 2005), 

de manera que al hidrolizarse el GTP se genera un estrés en la pared del microtúbulo que 

promueve la depolimerización del mismo. Sin embargo, esto no sucede mientras haya tubulina 

GTP en la punta del microtúbulo ya que las mismas forman un capuchón estable que previene la 

depolimerización. Entonces, si la velocidad de adición de heterodímeros en la punta del 

microtúbulo es mayor que la velocidad de hidrólisis del GTP, siempre habrá un capuchón de 



tubulina GTP en la punta que impidirá la depolimerización del microtúbulo. Cuando la velocidad 

de adición de tubulina sea superada por la velocidad de hidrólisis del GTP se perderá ese 

capuchón y el microtúbulo se depolimerizará extensivamente (catástrofe) hasta que, a través de 

un evento de rescate, el microtúbulo comience su elongación nuevamente. Los eventos de 

rescate suceden de manera aparentemente aleatoria y su mecanismo es aún objeto de estudio. 

En cuanto a sus características mecánicas, los microtúbulos son mucho más rígidos que 

los otros filamentos y soportan más presión lateral antes de curvarse (Blanchoin et al., 2014; 

Pampaloni et al., 2006). Esta propiedad permite a los microtúbulos actuar tanto como largos 

carriles por donde se transporta material celular como de elementos estructurales que resisten 

alta compresión. 

Se puede promover la polimerización así como la depolimerización de microtúbulos 

utilizando tanto medios físicos como químicos. Entre 30 y  37 °C se promueve la polimerización de 

microtúbulos, mientras que a temperaturas menores de 10 °C se promueve su depolimerización. 

El calcio en concentraciones milimolares y sales como el cloruro de sodio o cloruro de potasio en 

concentraciones mayores a 0.2 M promueven la depolimerización de microtúbulos. Además, 

existen drogas que promueven o inhiben la polimerización y son utilizadas en la clínica como 

anticancerígenos. La droga polimerizante más popular es el paclitaxel, también conocido por su 

nombre comercial Taxol (Wani et al., 1971). El mismo actúa uniéndose a la subunidad 13  de 

tubulina en la parte interna del microtúbulo y de esta manera estabiliza el microtúbulo, 

impidiendo su depolimerización (Horwitz, 1994). Entre las drogas de poli merizantes más utilizadas 

se encuentran el nocodazol, la colchicina y la vinblastina, los cuales se unen al dímero de tubulina 

e impiden su polimerización. Estas drogas son utilizadas ampliamente en investigación para 

modificar el estado global de la red de microtúbulos, ya sea simplemente inhibiendo su 

dinamismo (bajas concentraciones de taxol o nocodazol), o aumentando o disminuyendo la 

población total de microtúbulos (concentraciones mayores de taxol o nocodazol 

respectivamente). 

Organización de los microtúbulos en la célula 

Dentro de la célula los microtúbulos se organizan de diferentes maneras dependiendo 

M tipo celular y la etapa del ciclo celular en que se encuentre. 

En células animales no diferenciadas (y en algunas diferenciadas) los microtúbulos 

irradian desde el centro hacia la periferia de la célula, con sus extremos menos nucleados y 

estabilizados por el centrosoma (Fig. SA). El centrosoma, ubicado al lado del núcleo, es una de las 

varias estructuras que pueden funcionar como MTOC (Centro Organizador de Microtúbulos) y 

está compuesto por un par de centriolos rodeados por material pericentriolar (Fig. SB). 



Figura 5: (A) Inmunofluorescencia de microtúbulos de células BS-C-1 en interfase. Con una 
cabeza de flecha azul se marca la posición del centrosoma. Barra de escala = 20 iim. Imagen 

adaptada del trabajo de Burakov et al. (2003) (B) Representación esquemática de un 

centrosoma: en el centro se encuentran los dos centríolos con forma de barril orientados 
perpendicularmente y rodeando estos centríolos una esfera que representa el material 
pericentriolar. Sobre esta esfera en rojo se esquematizan los yTuRCs y sobre ellos se anclan los 
microtúbulos a través de sus extremos (-). Imagen adaptada del libro de Alberts et al (2008) 

Dentro del material pericentriolar se encuentran los yTuRCs (complejos de anillos de y-

tubulina), principales responsables de nuclear y estabilizar microtúbulos tanto en el centrosoma 

como en MTOCs no centrosomales (Teixidó-Travesa et al., 2012). En células animales 

diferenciadas la organización de los microtúbulos es más variada. En células ciliadas el 

centrosoma está ubicado en la periferia celular donde uno de los centríolos se ha convertido en 

cuerpo basa¡, el cual nuclea los microtúbulos que forman el axonema, estructura básica de la cilia 

(Kobayashi y Dynlacht, 2011). En otras células diferenciadas los microtúbulos se encuentran 

nucleados por estructuras no centrosomales: en células musculares diferenciadas, el centrosoma 

ha desaparecido y las proteínas que componían el material pericentriolar, entre ellas los yTuRCs, 

se encuentran en la membrana nuclear, la cual oficia de MTOC. En células epiteliales, las cuales 

también contienen un centrosoma, la mayoría de los microtúbulos se alinean en paralelo con 

dirección apico-basal, con sus extremos (-) anclados en la membrana basa¡ (no en el centrosoma) 

(Lüders y Stearns, 2007). En plantas superiores por otro lado, ninguna célula contiene centrosoma 

y durante la interfase los microtúbulos se encuentran nucleados por MTOCs dispersos en la 

membrana plasmática e inclusive por los mismos microtúbulos (Fishel y Dixit, 2013). 

En células que se encuentran en división celular el centrosoma se duplica al mismo 

tiempo que el ADN y al comienzo de la mitosis los dos centrosomas se posicionan en extremos 

opuestos de la célula. Desde cada uno de ellos irradian microtúbulos tanto hacia el centro de la 

célula como hacia la periferia (estos últimos llamados microtúbulos astrales). Los microtúbulos 

que irradian hacia el centro son muy dinámicos y tras la ruptura de la envoltura nuclear contactan 

con los kinetocoros de los cromosomas y se estabilizan formando el huso mitótico (Fig. 6). Los 

microtúbulos astrales determinan la orientación del huso mitótico. Una vez formado el huso 

mitótico, a través de fuerzas de tensión y empuje generadas por motores moleculares que 

caminan sobre microtúbulos y por la propia fuerza generada por la polimerización y 



depolimerización de tubulina, se alinean los cromosomas en el centro de la célula (metafase) y 

luego, con la fuerza generada por la depolimerización de los microtúbulos unidos a los 

kinetocoros, se separan las cromátidas hermanas, llevando una para cada polo (anafase). (Dunn, 

2000) 

Figura 6: Huso mitótico 
Inmunofluoresencia de células de pulmón de salamandra (Notophthalmus viridescens) en 
mitosis (metafase). En verde se ven los microtúbulos, en azul los cromosomas, en magenta los 
centrosomas y en rojo filamentos intermedios. Fotografía ganadora de la competición de 
microscopía óptica de Olympus/Nature (Dunn, 2000). 

Proteínas que interaccionan con tubulina y/o microtúbulos 

Con el transcurso del tiempo se han descubierto gran cantidad de proteínas que 

interaccionan con tubulina y/o microtúbulos. Estas proteínas difieren tanto en sus funciones, 

como estructuras y ubicaciones subcelulares. Ya en el año 1989 un estudio de identificación de 

proteínas asociadas a microtúbulos arrojaba más de 50 candidatos (Kellogg et al., 1989). Estudios 

posteriores, apoyados en técnicas de proteómica, identificaron más de 700 proteínas asociadas al 

huso mitótico (Bonner et al., 2011; Sauer et al., 2005) y  más 550 asociadas a microtúbulos en 

cerebros de mamíferos (Kozielski et al., 2011), y la lista continua creciendo. Aquí se hará un 

pequeño resumen de aquellas mejor caracterizadas y las más relevantes para este trabajo de 

tesis. 

MAPs clásicas y otras 

Las MAP5 (Microtubule Associated Proteins) originalmente fueron definidas bajo un 

criterio operacional como aquellas proteínas que co-ciclan con tubulina en una relación 

estequeométrica constante durante un proceso de purificación por ciclos de 

ensamble/desensamble de microtúbulos (ver métodos de purificación más adelante) (Maccioni y 

Cambiazo, 1995). Al día de la fecha en la literatura se observa el uso del término MAPs de manera 

menos estricta para referirse a proteínas cuya principal función (tal se la comprende) implica su 

asociación a microtúbulos, aunque estas no co-ciclen con tubulina. Bajo esta nueva definición se 

clasifican como MAPs los motores moleculares, las +TIPs y otras. En este trabajo se referirá a las 



MAPs según la definición más abarcativa y mediante el término MAPs clásicas se referirá a la 

definición original de MAPs. Las MAPs clásicas, entonces, comprenden las proteínas de la familia 

de las MAP-1 (Halpain y Dehmelt, 2006) y  MAP-2/Tau (Dehmelt y Halpain, 2005). La mayoría de 

estas proteínas se encuentran exclusivamente en neuronas y se unen a la pared del microtúbulo, 

estabilizándolo y promoviendo su polimerización, así como también conectando los microtúbulos 

a otras estructuras/proteínas como los microfilamentos de actina. 

Existe un grupo de enzimas llamadas en inglés microtubule severing enzymes, lo cual se 

podría traducir como enzimas que cortan los microtúbulos. Comprenden las proteínas spastina, 

katanina y fidgetin y se caracterizan por cortar los microtúbulos a través de un mecanismo 

dependiente de ATP. Son importantes en los procesos de mitosis, morfogénesis neurona¡, 

ensamble y desensamble de cilias y otras funciones (Sharp y Ross, 2012). 

Otra proteína que se une y estabiliza microtúbulos, particularmente frente a la 

depolimerización inducida por frío es la STOP (stable tubule-only polypeptide )(Guillaud et al., 

1998; Job et al., 1982). 

Motores moleculares 

Los microtúbulos sirven como carriles por donde se transportan varios elementos 

subcelulares entre los que se encuentran organelas como las mitocondrias (Saxton y Hollenbeck, 

2012) o fragmentos de otros microtúbulos (Baas y Mozgova, 2012; Konzack et al., 2007; Wang y 

Brown, 2002), cromosomas, vesículas lipídicas, complejos proteicos y hasta moléculas de ARNm 

(Jansen y Niessing, 2012). Las proteínas encargadas de mover estos elementos son los motores 

moleculares. Estas proteínas tienen la capacidad de unirse al microtúbulo por un lado, unir el 

elemento a transportar por otro (directa o indirectamente y de manera específica) y desplazarse 

sobre el microtúbulo de manera procesiva (mantienen la interacción con el microtúbulos tras 

varias rondas de catálisis) y unidireccional (ya que reconocen la polaridad del microtúbulo), a 

través de la energía provista por la hidrólisis de ATP. Están agrupadas en dos super familias: las 

kinesinas y las dineínas. Las kinesinas a su vez se agrupan en 14 subfamilias (en humanos hay 

descriptos 45 genes de kinesinas) y funcionan como monómeros, dímeros, trímeros o tetrámeros, 

según la subfamilia. Algunas kinesinas, como las kinesina-1 (antes llamada KIF5 o simplemente 

kinesina), se mueven hacia el extremo (+) de los microtúbulos, mientras que otras como las 

kinesina-14, se mueven en la dirección opuesta (Hirokawa et al., 2009; Verhey et al., 2011). Las 

dineínas por su parte son grandes complejos multiproteicos (de aproximadamente 1.5 

megadaltons) y están agrupadas en dos subfamilias: las dineinas citoplásmicas y las dineinas 

axonemales. Las dineínas citoplásmicas se encuentran en todo el citoplasma y participan del 

transporte intracelular, mientras que las dineínas axonemales se encuentran circunscriptas al 

axonema y son las responsables de generar la fuerza que mueve cilias y flagelos. Ambas se 

mueven hacia el extremo (-) del microtúbulo (Hirokawa et al., 2010). 

En el ambiente celular en general hay más de un motor molecular asociado al elemento 

transportado, aumentando de esta manera la fuerza y la procesividad. Inclusive los motores 

asociados al elemento transportado suelen tener diferente direccionalidad, aumentando de esta 

manera la procesividad de los mismos y permitiendo a la carga esquivar obstáculos mediante un 

pequeño retroceso (Bryantseva y Zhapparova, 2012). 



+TIPs 

Otras proteínas que interaccionan con microtúbulos son las llamadas +TlPs (Plus End 

Tracklng Proteins). Estas proteínas se caracterizan por acumularse en el extremo (+) de 

microtúbulos en crecimiento. Desde esa posición exiporan el citoplasma junto con los 

microtúbulos y así regulan e intermedian la interacción de esos microtúbulos con otras 

estructuras celulares y el dinamismo de los mismos. Por ejemplo, MCAK (Mitotic Centromere-

Associated Kinesin) utiliza la energía provista por la hidrólisis de ATP para promover los eventos 

de catástrofe y por ende la depolimerización de los microtúbulos (Frie¡ y Howard, 2011; Kinoshita 

et al., 2006; Kline-Smith y Walczak, 2002), mientras que la proteína XMAP (Xenopus Microtubule 

Assembly Protein) tienen el efecto contrario: promueven la polimerización de los microtúbulos 

(Gard y Kirschner, 1987; Vasquez et al., 1994). Otras, como las CLASPs (CLIP Associatinq Protein), 

median la interacción de microtúbulos con el córtex celular (Lansbergen et al., 2006). Otra +TIP 

llamada doublecortin, además de estabilizar los microtúbulos, restringe a 13 el número de 

protofilamentos que los forman (Fourniol et al., 2013, 2010; Moores et al., 2004). 

La mayoría de las proteínas +TIP no tienen la capacidad intrínseca de reconocer el 

extremo más del microtúbulo en crecimiento sino que lo hacen a través de las proteínas de la 

familia EB (End Binding) las cuales sí poseen esa capacidad (Kumar y Wittmann, 2012). 

Enzimas citosólicas 

Muchas enzimas citosólicas pueden asociarse a microtúbulos. Estas incluyen aquellas 

encargadas de modificar postraduccionalmente la tubulina (y otras proteínas, ver más adelante) y 

otras que no poseen dicha función. Entre estas últimas se han descripto muchas enzimas 

relacionadas al metabolismo de glúcidos como la hexoquinasa (Wágner et al., 2001), la 

fosfofrutoquinasa (Lehotzky et al., 1993; Orosz et al., 1999), la piruvato kinasa (Vértessy et al., 

1999) y la aldolasa (Ovádi y Orosz, 1992; Vértessy et al., 1997). Según estos trabajos hay una 

modulación recíproca entre el dinamismo de los microtúbulos y la actividad de estas enzimas. 

Proteínas de membrana 

La tubulina puede unirse a muchas proteínas de membrana y la función de estas 

interacciones en muchos casos es incierta. Entre las proteínas de membrana que interaccionan 

con tubulina encontramos receptores como los TRPV (Transient Receptor Potential Vanilloid) 

(Goswami, 2012), el receptor de estrógeno (Azuma et al., 2004), el receptor de glutamato 

metabotrópico 7 (Ja et al., 2002) y otros (Wolif, 2009), así como también enzimas como el grupo 

de las P-ATPasas que incluyen a la Na7K-ATPasa  (Alonso et al., 1998; Vladimirova et al., 1995, 

2002), la Ca 2-ATPasa de membrana plasmática o PMCA (Monesterolo et al., 2008) y la H-ATPasa 

(Campetelli et al., 2005). Para este último grupo (P-ATPasas) se determinó que la interacción, en 

todos los casos, resulta en la inhibición de la actividad catalítica de las bombas y que esta 

interacción sólo se efectúa con tubulina que está acetilada (modificación postrad uccional, ver más 

adelante) (Campetelli et al., 2005; Casale et al., 2001; Monesterolo et al., 2008; Santander et al., 

2006). Para el caso de la Na7K-ATPasa  también se determinó que no sólo la tubulina dimérica 

puede unirse a ella, sino que también los microtúbulos pueden hacerlo y que lo hacen 

directamente (sin proteínas intermediarias) a través del dominio citoplasmático 5 de la Na7K -

ATPasa (Zampar et al., 2009). Sin embargo, es incierto aún, cuál es el rol de esta interacción 

inhibitoria entre las P-ATPasas y tubulina y en qué contextos celulares se da. 
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Isoformas de tubulina 

Parte de la asombrosa versatilidad de los microtúbulos para cumplir tan diversas tareas 

e interaccionar con tantas proteínas viene dada y está regulada por la variedad de isoformas de 

tubulina que pueden formar los microtúbulos. Dicha variedad proviene de las isoformas genéticas 

de a y 3-tubulina y de las modificaciones postrad uccionales que estas pueden sufrir. 

lsoformas genéticas 

En vertebrados hay 6 isotipos genéticos de a-tubulina y 7 de 3-tubulina. La composición 

de los heterodímeros en cuanto a isotipos genéticos, tanto para a como 3-tubulina, varía según el 

órgano y el estado de desarrollo del individuo (Ludueña, 1998). 

No es claro, particularmente para a-tubulina, si los diferentes isotipos son 

funcionalmente análogos o si es que pueden formar microtúbulos con diferentes propiedades. 

Para los isotipos de 3-tubulina la la información apunta a que no son análogos. Estos isotipos 

difieren principalmente en la región C-terminal, y en menor grado en la región N-terminal. A su 

vez, estas diferencias se encuentran conservadas para los distintos isotipos en diferentes especies 

(Sullivan y Cleveland, 1986). Diferentes isotipos de 3-tubulina (en ausencia de MAPs) tienen 

diferentes dinámicas de polimerización y depolimerización in vitro (Lu y Luduena, 1994; Panda et 

al., 1994) y diferente sensibilidad al taxol (Derry et al., 1997; Lu y Luduena, 1993). Estas 

diferencias medidas in vitro tienen su correlación in vivo ya que el patrón de expresión de 3-

tubulina en células tumorales se relaciona con la resistencia de las mismas a la quimioterapia y a 

la agresividad del tumor (Kavallaris, 2010). Por otro lado, se ha descripto que diferentes motores 

moleculares interaccionan de manera diferente (medido por velocidad de movimiento y grado de 

procesividad) con microtúbulos compuestos por diferentes subunidades de í3-tubulina (Sirajuddin 

et al., 2014). 

Finalmente, hay un abanico de enfermedades asociadas a mutaciones puntuales en 

diferentes isotipos tanto de a como í3-tubulina, todas con base en el sistema nervioso (Tischfield 

et al., 2011). 

Modificaciones postrad uccionales de tubulina 

El heterodímero de tubulina es objeto de muchas modificaciones 

postrad iccionales, a saber: detirosinación (Barra et al., 1973), modificación A2 (Paturle-

Lafanechére et al., 1991), poliglutamilación (Eddé et al., 1990), poliglicinación (Redeker et al., 

1994), acetilación (L'Hernault y Rosenbaum, 1985), fosforilación (Gard y Kirschner, 1985), 

palmitoilación (Caron, 1997; Zambito and Wolif, 1997), ubiquitinación (Huang et al., 2009), 

sumoilación (Rosas-Acosta et al., 2005), arginilación (Wong et al., 2007) y glicosilación (Hino et al., 

2003). De todas ellas, las más estudiadas y por ende mejor comprendidas son las primeras 5 y son 

las únicas de las que se hará mención en este trabajo, con especial énfasis en la acetilación. 

A excepción de la acetilación, las modificaciones postraducción en cuestión se dan todas 

sobre el sobre el extremo C-terminal de una u otra tubulina (o ambas), de manera análoga a lo 

que sucede con las isoformas genéticas (difieren en sus aminoácidos C-terminales). El extremo C-

terminal es un dominio desestructurado, altamente ácidico (y por ende con carga negativa en pH 

fisiológico) que protruye hacia afuera del microtúbulo y lo decora. No es necesario para la 



polimerización de la tubulina por lo que resulta lógico desde un punto de vista evolutivo y 

funcional que sea el sitio de mayor variabilidad. 

Poliglutamilación 

La poliglutamilación consta del agregado, de a un aminoácido por vez, de una cadena de 

ácidos glutámicos (usualmente 1 a 6 residuos) sobre la cadena lateral de otro ácido glutámico de 

la región C-terminal de a o 13 tubulina. El primer aminoácido se incorpora por unión isopeptídica 

entre el grupo amino a del aminoácido a incorporarse y el grupo y-carboxilo de la cadena lateral 

del ácido glutámico de la tubulina. El resto de los ácidos glutámicos se incorporan sobre este 

ácido glutámico por uniones peptídicas tradicionales (Redeker et al., 1991). De esta manera esta 

modificación, al igual que la poliglicinación, difiere de las demás en que no son de tipo "todo o 

nada" sino abarcan una variedad de isoformas. 

Al igual que las otras modificaciones descriptas suceden preferentemente sobre 

microtúbulos (Audebert et al., 1993; Regnard et al., 1998) mientras que la reacción inversa se da 

tanto en tubulina dimérica como en microtúbulos (Audebert et al., 1993). Las enzimas 

involucradas son las TTLL (Tubulin jyrosine Ligase Like proteins) para la adición de residuos (van 

Dijk et al., 2007) y  las CPP (çytosolic Carboxieptidase) para su remoción (Kalinina et al., 2007; 

Kimura et al., 2010; Rodriguez de la Vega et al., 2007; Rogowski et al., 2010). Ambas familias 

contienen varios miembros, los cuales poseen diferente especificidad de sustrato (algunos con 

múltiples sustratos) en cuanto a la subunidad de tubulina sobre la que actúan y el número de 

residuos de ácido glutámico que esta ya posee, y también difieren en cuanto al tipo de reacción 

que catalizan (adición o sustracción del primer aminoácido donde se ramifica la cadena o de los 

aminoácidos subsiguientes) (Garnham y Rol¡-Mecak, 2012). Además actúan sobre proteínas 

diferentes de tubulina (van Dijk et al., 2008; Rogowski et al., 2010) y algunos miembros de las TTLL 

no poliglutamilan tubulina sino que la poliglicinan (ver más adelante).. 

Esta modificación se encuentra principalmente en microtúbulos de neuronas (Audebert 

et al., 1993, 1994; Wolif et al., 1992), axonemas de cilias y flagelos (Bré et al., 1994; Lechtreck y 

Geimer, 2000) y en centriolos y cuerpos basales (Bobinnec et al., 1998). 

A nivel molecular la poliglutamilación de microtúbulos ha sido relacionada con una 

mayor afinidad de los mismos por kinesina-3 (Ikegami et al., 2007) y a una mayor sensibilidad a las 

enzimas cortadoras de microtúbulos spastina (Lacroix et al., 2010; Roll-Mecak y Vale, 2008) y 

katanina (Sharma et al., 2007). 

A nivel organismo ratones KO (knockout) para diferentes TTLLs tienen fenotipos 

principalmente relacionados a la estructura y funcionamiento de axonemas, como ser esterilidad 

y pérdida de la asimetría en el batido de cilias del tracto respiratorio (Campbell et al., 2002; 

Ikegami et al., 2010; Vogel et al., 2010). Por otro lado, ratones con defectos en el gen que codifica 

para la CPP1 (enzima que también cataliza la modificación 82 del extremo C-terminal de a-

tubulina, ver más adelante) poseen degeneración en células de Purkinje (neuronas de gran 

tamaño) y también son estériles (Fernandez-Gonzalez et al., 2002; Mullen et al., 1976). Este 

fenotipo (degeneración de células de Purkinje) se ve aminorado si se disminuye la expresión de la 

TTLL1 en cerebelo (principal poliglutamilasa en esas neuronas)(Rogowski et al., 2010). 



Poliglicinación 

La poliglicinación es análoga a la poliglutamilación solo que en vez de agregarse ácidos 

glutámicos se agregan glicinas. Las enzimas encargadas de la adición de residuos son las de la 

familia de las TTLL y las encargadas de la remoción de los mismos son de identidad desconocida. A 

diferencia de la poliglutamilación la poliglicinación se encuentra restringida a los axonemas (Bré 

et al., 1996). Ratones knockdown para las dos TTLLs responsables de la poliglicinación en ratones 

carecían de cilias móviles en las céluas ependimarias (glía que recubren los ventrículos del cerebro 

y el canal central de la espina vertebral) (Bosch Grau et al., 2013) 

Deti rosi nación 

La detirosinación es una modificación postraduccional reversible que consta de la 

remoción del aminoácido C-terminal de a-tubulina

'

el cual es tirosina (Argaraña et al., 1977; Barra 

et al., 1973, 1974; HaIlak et al., 1977; RodrYguez et al., 1973; Valenzuela et al., 1981). La tubulina 

resultante de esta modificación expone un ácido glutámico en su extremo C-terminal (Arce et al., 

1975) y por ende es llamada tubulina-Glu. La remoción de la tirosina es llevada a cabo por una 

carboxipeptidasa de identidad desconocida y la reacción reversa es llevada a cabo por la TTL 

(Tubulin Tyrosyne Ligase)(Raybin y Flavin, 1977), la cual adiciona nuevamente la tirosina en un 

mecanismo ARNt independiente. 

Usualmente se relaciona un mayor nivel de detirosinación de la tubulina de un 

microtúbulo con una mayor estabilidad del mismo (Baas y Black, 1990; Kreis, 1987), aunque hay 

excepciones y microtúbulos estables pueden tener muy poca tubulina detirosinada y viceversa, 

microtúbulos con mucha tubulina detirosinada ser muy dinámicos (Schulze et al., 1987). La 

relación causa-efecto entre detirosinación y estabilidad de microtúbulos (un microtúbulo es más 

estable porque está detirosinado, o está más detirosinado porque es más estable) es tema de 

discusión y parece que se da en ambos sentidos. Por un lado la detirosinación de tubulina no le 

infiere, per se, mayor estabilidad a los microtúbulos (Billger et al., 1991; Khawaja et al., 1988; 

Skoufias y Wilson, 1998; Webster et al., 1990) y dado que la reacción de detirosinación sucede 

preferentemente sobre microtúbulos (Arce y Barra, 1985; Kumar y Flavin, 1981), mientras que la 

de retirosinación sucede exclusivamente sobre tubulina dimérica (Arce et al., 1978; Gundersen et 

al., 1987; Prota et al., 2013; Raybin y Flavin, 1977; Szyk et al., 2011) resulta natural que 

microtúbulos estabilizados por otros mecanismos diferentes a la detirosinación posean mayores 

niveles de tubulina detirosinada que microtúbulos jóvenes o dinámicos. Por otro lado se ha 

descripto que la detirosinación de tubulina puede inhibir la actividad depolimeraza de las 

proteínas MCAK y KIF2A (Peris et al., 2009). De esta manera, in vivo, la detirosinación puede ser 

una causa indirecta de la estabilización de los microtúbulos. 

También se ha relacionado el estado de tirosinación de la tubulina con una mayor o 

menor afinidad por proteínas no relacionadas directamente a la estabilidad de los microtúbulos, 

como las +TIPs CLIP-170, CLIP-lis y p,Soglued 
 (Badin-Larcon et al., 2004; Peris et al., 2006), o los 

motores moleculares kinesina-i y kinesina-2 (Caí et al., 2009; Dunn et al., 2008; Konishi y Setou, 

2009; Sirajuddin et al., 2014). 



En cuanto a la función de esta modificación postraduccional a nivel organismo, ratones 

KO para la enzima TTL mueren al poco tiempo de nacidos debido a malformaciones del sistema 

nervioso. El resto de los órganos parecen ser normales (Erck et al., 2005). En humanos se ha 

correlacionado niveles bajos de la enzima TTL (y por ende altos niveles de tubulina detirosinada) 

con cánceres de mal pronóstico (Kato et al., 2004; Lafanechére et al., 1998; Mia!he et al., 2001; 

Soucek et al., 2006). 

Modificación A2 

La tubulina, una vez detirosinada, puede ser modificada aún más por la remoción del 

último aminoácido carboxilo terminal (el ácido glutámico) para dar lugar a la tubulina-2. Esta 

modificación postraduccional es irreversible (Paturle-Lafanechére et al., 1991). La enzima 

responsable de esta modificación postraduccional fue identificada recientemente como la 

carboxipeptidasa citosólica 1 o CCP1 (Cytosolic CarboxiPeptidase 1) (Rogowski et al., 2010). No 

está claro cuáles son los efectos de esta modificación postraduccional pero es abundante en 

microtúbulos estables de células neuronales (Paturle-Lafanechére et al., 1994), y,  dado que es una 

modificación irreversible, se especula que es una forma de bloquear microtúbulos muy estables 

en un estado de detirosinación permanente (ianke y Bulinski, 2011). 

Acetilación 

La acetilación de proteínas, entendida como la adición de un grupo acetilo a una 

proteína, tiene dos variantes: la a-N-acetilación y la acetilación de lisinas. La primera es una 

modificación co-traduccional, consta de la adición de un grupo acetilo en el extremo 

N-terminal de la proteína y generalmente se lo asocia con una función protectora ante la 

degradación (Van Damme et al., 2011). La acetilación de lisinas, por otro lado, es una modificación 

postraduccional reversible y consta de la adición de un grupo acetilo al grupo amino épsilon de 

una lisina. Las primeras proteínas descubiertas en poseer esta modificación postraduccional, y 

ciertamente las más estudiadas, son las histonas, las cuales determinan la estructura de la 

cromatina y de la expresión génica según su estado de acetilación (entre otras variables) 

(Kouzarides, 2007). Sin embargo la acetilación de lisinas se da sobre una amplia gama de 

proteínas y por ende cumple variadas funciones en las células (Choudhary et al., 2009; Kim et al., 

2006; Webster et al., 2014; Zhao et al., 2010a). 

La tubulina, puntualmente, puede ser acetilada en la Lys40  de a-tubulina (L'Hernault y 

Rosenbaum, 1985), la Lys252  de 3-tubulina (Chu et al., 2011) y en otros sitios identificados por un 

estudio de proteómica (Choudhary et al., 2009) cuya relevancia in vivo resta corroborar. A su vez, 

de las dos primeras mencionadas, la acetilación de tubulina en la Lys4°  es la más estudiada y mejor 

caracterizada y el objeto de estudio de este trabajo. Por ende, a menos que se especifique lo 

contrario, siempre que se haga referencia a tubulina acetilada se estará haciendo mención a a-

tubulina acetilada en su Ly540. 

La acetilación de tubulina es una modificación conservada a lo largo de diferentes 

especies que abarcan desde organismos unicelulares (como el alga verde Chiamydomonas 



reinhardtii o el protozoario Tetrahymena) a mamíferos (L'Hernault y Rosenbaum, 1985; Piperno y 

Fuller, 1985; Piperno et al., 1987). Esta modificación postraduccional al igual que la detirosinación, 

y en menor grado la poligl uta milación, está asociada a una población de microtúbulos más 

estables (Ferreira y Cáceres, 1989; Lim et al., 1989; Piperno y Fuller, 1985; Piperno et al., 1987; 

Sale et al., 1988, 1988; Webster y Borisy, 1989; Wilson y Forer, 1989). Consecuentemente es 

abundante en neuronas, en axonemas de cilios y flagelos, en el cuerpo medio o cuerpo de 

Flemming, en microtúbulos estables del huso mitótico (Chu y Klymkowsky, 1989; Schatten et al., 

1988; Wilson y Forer, 1989) y  en centríolos (Piperno et al., 1987). Correspondientemente, los 

órganos en donde se encuentra mayor cantidad de tubulina acetilada (en ratón) son el cerebro en 

primer lugar, luego riñón, testículos, ovario, pulmón y en menor medida corazón (Kalebic et al., 

2013a; Kim et al., 2013). De manera similar a la detirosinación, la relación causa-efecto entre 

acetilación de microtúbulos y estabilidad de los mismos no es clara y se discute más adelante (ver 

rol fisiológico de la acetilación de tubulina). 

Molecularmente, la acetilación difiere sustancialmente de las demás modificaciones 

postrad uccionales descriptas más arriba en que no se da sobre el extremo C-terminal de tubulina, 

el cual protruye hacia afuera del microtúbulo, sino que se da sobre Lys40, la cual se encuentra en 

el lado luminal del mismo (Nogales et al., 1999; Soppina et al., 2012). 

Enzimas involucradas en la acetilación de tubulina 

Acetiltransferasas: a-TAT1 y otras 

La principal enzima encargada de acetilar tubulina en mamíferos (y muchos otros 

organismos) es la a-TAT1 (Alpha lubulin N-Acetyltransferase 1, llamada MEC-17 (Mechanosensory 

defective 17- en C. elegans), una enzima de la familia de las GNATs (Gcn5 re/ated N-

acetyltransferases). 

Para demostrar sin lugar a dudas que esta es la enzima encargada de acetilar tubulina 

(en aquellos organismos que poseen la enzima) dos grupos de investigación, en paralelo, 

realizaron los siguientes experimentos: 1) ensayos in vitro de actividad acetiltransferasa de la 

enzima sobre tubulina purificada, 2) knockouts (KO), knockdowns o sobreexpresantes del gen en 

células en cultivo de origen humano y la determinación de la variación de los niveles de tubulina 

acetilada como consecuencia de ello 3) organismos KO de esa enzima, los cuales incluyen el pez 

Danio reno o pez cebra, el protozoario Tetrahymena thermonfila, el nematodo C. elegans (Mella 

et al., 2010; Shida et al., 2010). En trabajos posteriores se generaron ratones KO de a-TAT1 

(Kalebic et al., 2013a; Kim et al., 2013). En todos los organismos analizados disminuyó el nivel de 

tubulina acetilada respecto del organismo salvaje en alguno o todos los órganos examinados. En 

los ratones KO particularmente, no detectan tubulina acetilada en la mayoría de los tejidos (tejido 

nervioso, testículos, riñón, hígado, ovario, páncreas, corazón y fibroblastos embrionarios) y en 

aquellos que si lo hacen (bazo y pulmón y tejido graso) el nivel es muy bajo y sustancialmente 

menor que el del animal salvaje, a excepción del tejido graso en donde no varía entre ambos 

animales. En el KO del pez Danio reno las neuronas carecen de tubulina acetilada pero las cilias 

mantienen el mismo nivel de tubulina acetilada que los animales salvajes. El hecho de que en 

ambos organismos KO haya tejidos que aún tienen tubulina acetilada denota de que a pesar de 

que a-TAT1 es la principal enzima acetiltransferasa de tubulina hay otra/s enzima/s que acetilan 

tubulina. En efecto, se han descripto otras 3 enzimas capaces de acetilar tubulina en células de 





mamíferos e in vitro: la subunidad del complejo elongador Elp3 (E/Qn gator comp/ex protein 3) 

(Creppe et al., 2009; Solinger et al., 2010), el complejo N terminal-acetiltransferasa ARD1/NAT1 

(Ohkawa et al., 2008), y  la histona acetil transferasa Gcn5 (Conacci-Sorrell et al., 2010; Liu et al., 

2013). Estas enzimas o algunas de ellas pueden ser las responsables de estos niveles basales de 

tubulina acetilada detectados en los ratones KO para a-TAT1 (o un ortólogo de ellas en el pez 

cebra), aunque ello resta por ser demostrado. También puede ocurrir que acetilen tubulina en 

condiciones fisiológicas particulares no evaluadas en estos ratones. 

En animales superiores sólo hay un gen de a-TAT1, y en ratones puntualmente, se 

encuentran los mayores niveles de expresión de la enzima en testículos, cerebro, pelvis renal y 

tracto gastrointestinal (Kim et al., 2013). C. elegans por otro lado posee dos ortólogos de a-TAT1, 

Mec-17 y a-TAT2, las cuales tienen su mayor expresión en el sistema nervioso (Shida et al., 2010). 

La presencia de ortólogos de a-TAT1 en diversos organismos correlaciona perfectamente con la 

presencia de cilias o flagelos (Shida et al., 2010), aunque la recíproca no es correcta, no todos los 

organismos ciliados poseen ortólogos de a-TAT1, como ser las plantas y los hongos (que además 

si poseen tubulina acetilada) (Mella et al., 2010). 

A pesar de estar relacionada filogenéticamente con la acetiltransferasa de histonas Gcn5 

la a-TAT1 difiere de esta significativamente en su estructura (Friedmann et al., 2012) y  es incapaz 

de acetilar histonas in vitro (Mella et al., 2010; Shida et al., 2010). 

Los microtúbulos son mejor sustrato para la a-TAT1 que la tubulina dimérica (Friedmann 

et al., 2012; Kalebic et al., 2013b; Matsuyama et al., 2002; Shida et al., 2010). Considerando las 

dimensiones del microtúbulo (25 nm de diámetro externo y generalmente varias micras de largo) 

y el hecho de que la Lys40  se encuentra en el lúmen del microtúbulo es enigmático cómo es 

accede esta enzima al lumen del microtúbulo. Varias hipótesis tratan de explicarlo, aunque 

ninguna ha sido comprobada: una posibilidad es que entre al microtúbulo a través de los poros 

que hay entre dímero y dímero (contacto lateral). Sin embargo esto parece ser poco probable ya 

que de acuerdo a estudios de cristalografía de la enzima, la misma sería demasiado grande como 

para difundir a través de los poros (Friedmann et al., 2012; Taschner et al., 2012). Otra posibilidad 

es que entre por los extremos del microtúbulo. Consistente con esta hipótesis son los resultados 

de dos estudios, uno in vitro en donde se observó que microtúbulos de axonerna en presencia de 

a-TAT1 se acetilan primero en los extremos (Mella et al., 2010) y otro en células espermáticas de 

mosca en donde también observan que la acetilación se da sobre microtúbulos y comienza en los 

extremos de los mismos (Wilson y Forer, 1989). Otras hipótesis es que copolimeriza con la 

tubulina y la última hipótesis que se postula es que la enzima entra por aperturas transientes que 

se pueden dar entre los protofilamentos o defectos de cierre del microtúbulo (D'iaz et al., 2003). 

Es muy importante destacar que la a-TAT1 tiene otras funciones que son 

independientes de la acetilación de tubulina. Una de ellas es la acetilación de otras proteínas: al 

día de la fecha las únicas proteínas que se han descripto (además de tubulina) son la propia a-

TAT1 (Kalebic et al., 2013b) y cortactina, una proteína nucleadora y ramificadora de 

microfilamentos (Castro-Castro et al., 2012). Sin embargo, hace poco tiempo que se ha 

descubierto la a-TAT1 y no son muchos los trabajos que la estudian, por lo que potencialmente 

puede haber un número sustancialmente mayor de proteínas acetilables por esta enzima. 

Por otro lado tiene funciones que son independientes de su actividad catalítica. En el 

nemátodo C. elegans Mec-17 (ortólogo de a-TAT1) se expresa solamente, pero gran cantidad, en 



sus 6 neuronas sensibles al tacto (TRNs, Touch receptor neurons). Mutaciones en el gen de Mec-

17, o la ausencia de la proteína, producen en la vida adulta del organismo una degeneración 

axonal de las TRNs que culmina en la pérdida del tacto. Este fenotipo es independiente del grado 

de acetilación de la tubulina ya que el mismo varía muy poco por la ausencia de Mec-17 (debido a 

la presencia en esas mismas neuronas del parálogo de Mec-17, la a-TAT2). Además, el fenotipo se 

rescata si se introduce una versión de Mec-17 que es inactiva catalíticamente y por ende carece 

de la capacidad de acetilar tubulina (Neumann y Hilliard, 2014; Topalidou et al., 2012). También se 

describió que la a-TAT1 puede desestabilizar los microtúbulos de manera independiente a la 

actividad catalítica de la misma: la sobreexpresión de a-TAT1 en células NIH 3T3, así como la de 

una mutante catalíticamente inactiva, desestabilizan los microtúbulos (Kalebic et al., 2013b). En 

sintonía con este experimento, otro grupo de investigación determinó mediante experimentos in 

vitro utilizando proteínas purificadas que la a-TAT1 puede unirse al microtúbulo por la pared 

externa del mismo (no en el lúmen donde se encuentra la Lys40), a través del extremo C-terminal 

de tubulina, y que su unión provoca defectos en el cierre del microtúbulo y consecuentemente la 

desestabilización de los mismos (Howes et al., 2014). 

Deacetilasas: HDAC6, y otras 

HDAC6 (Histone Deacetilase 6), una proteína que pertenece al grupo de las histonas 

deacetilasas clase ¡lb (Grozinger et al., 1999; Verdín et al., 2003), es la principal encargada de 

deacetilar tubulina en animales. Tiene la capacidad de deacetilar tubulina in vitro y, a juzgar por 

los aumentos de tubulina acetilada tras la inhibición o bloqueo de su expresión, es la principal 

deacetilasa tanto en líneas celulares humanas (Bertos et al., 2004; Hubbert et al., 2002; 

Matsuyama et al., 2002; Zhang et al., 2003) como en la mayoría de los tejidos de ratón: sistema 

nervioso central y periférico (Bobrowska et al., 2011; Fukada et al., 2012; Taes et al., 2013), 

corazón, riñón, hígado, bazo, testículos y fibroblastos embrionarios (Gao et al., 2007; Zhang et al., 

2008). Se encuentra expresada en la mayoría de los órganos aunque su mayor expresión se da en 

testículos (ver tabla 1). 

En cuanto a su localización subcelular HDAC6 posee tanto dominios de exportación 

como de importación nuclear. De esta manera HDAC6 transloca entre el núcleo y el citoplasma y, 

bajo condiciones fisiológicas normales, se encuentra principalmente en el citoplasma (Bertos et 

al., 2004). Sin embargo, en ciertas tipos celulares poco diferenciados como células cancerosas, 

células madre nerviosas u osteoblastos en proceso de diferenciación, así como en células 

diferenciadas pero en condiciones particulares (arresto de la proliferación celular) HDAC6 puede 

aumentar notablemente su presencia en el núcleo (Chen et al., 2013; Verde¡ et al., 2000; 

Westendorf et al., 2002). En el citoplasma esta deacetilasa colocaliza con microtúbulos (Asthana 

et al., 2013; Haggarty et al., 2003; Hubbert et al., 2002; Matsuyama et al., 2002; Zhang et al., 

2003), a través de la unión directa con 3-tubulina (Zhang et al., 2003). De hecho la unión entre 

ambas proteínas es suficientemente fuerte como para encontrar HDAC6 en la fracción de las 

MAPs en muestras de tubulina purificadas por ciclado de microtúbulos (ver métodos de 

purificación más adelante) (Haggarty et al., 2003). 

HDAC6 no requiere de terceras proteínas para deacetilar tubulina (Zhao et al., 2010b) e 

in vitro puede deacetilar tanto tubulina dimérica como microtúbulos (Hubbert et al., 2002; North 



et al., 2003; Zhao et al., 2010b), aunque hay discrepancia en la literatura sobre cuál es mejor 

sustrato: según Hubbert et al sólo deacetila microtúbulos, según North et al deacetila ambos y 

según Zhao et al deacetila ambos pero es mejor sustrato la tubulina dimérica. En células en cultivo 

la tubulina dimérica es muy buen sustrato para la HDAC6 (Matsuyama et al., 2002). 

La actividad deacetilasa de HDAC6 puede ser regulada tanto a través de modificaciones 

postraducción como a través de la unión a otras proteínas (ver tablas II y III respectivamente). 

La sirtuina 2 o Sirt2, una histona deacetilasa del grupo III, también puede deacetilar 

tubulina tanto in vitro como en células en cultivo (Li et al., 2007; North et al., 2003; Pandithage et 

al., 2008). Sin embargo, su rol como deacetilasa de tubulina en el organismo (al menos en 

mamíferos) queda en duda dado que, a diferencia de lo que sucede con la HDAC6, en animales KO 

de Sirt2 no se observa un aumento en los niveles de tubulina acetilada ni en sistema nervioso 

(Beirowski et al., 2011; Bobrowska et al., 2012; Taes et al., 2013), ni en el resto de los tejidos (Kim 

et al., 2011). 

Al igual que con las acetiltransferasas diferentes de ct-TAT1, Sirt2 podría deacetilar 

tubulina en condiciones fisiológicas particulares diferentes de las condiciones estándar de 

laboratorio o durante algún momento del desarrollo en particular. Esto resta por ser demostrado. 

Una tercera proteína, la HDAC5, ha sido propuesta como una tubulina (Cho y Cavalli, 

2012). Esta histona deacetilasa es de localización principalmente nuclear pero, según se describe 

en el trabajo de Cho y Cava¡¡¡, en neuronas periféricas de ratón, tras una lesión del axón (nervio) la 

misma transioca fuera del núcleo y migra hasta la punta del axón (cerca de la lesión) donde 

deacetila tubulina junto con HDAC6. No se ha descripto ninguna otra condición en donde HDAC5 

promueva la deacetilación de tubulina. 



Tabla 1: Distribución tisular de HDAC6 

Organismo 

analizado 
Técnica utilizada Tejidos de mayor abundancia Referencia 

Ratón 

Extracción de tejido y 

Western biot 

Testículo, en menor medida cerebro Bobrowska et al., 2011 

Testículo Seigneurin-Berny et al., 2001 

Testículo, en menor medida cerebro e hígado Zhang et al., 2008 

Inmuno-histología 

Núcleos raphe medio y dorsal (sólo analizan cerebro) Fukada et al., 2012 

Cerebelo: en especial células de Purkinje 	ausente en células gliales (sólo 

analizan Sist. Nerv. Ctral.) 
Southwood et al. 2007 

Extracción de tejidos y 

Northern blot 

Testículos en menor medida hígado, y en menor medida cerebro y 

corazón 
Verde¡ y Khochbin, 1999 

Humano 
. 	. 

Corazón, hígado riñón y páncreas Grozinger et al., 1999 

Rata 

(machos) 

Hibridización in situ de alta 

resolución 

Se encuentra en todo el cerebro, con mayor abundancia en corteza, 

bulbo olfatorio e hipocampo (solo analizan cerebro) 
Broide et al., 2007 

Tabla II: Modulación de la actividad catalítica de HDAC6 mediante modificaciones postraducción 

Modificación postraduccional Enzima que lleva a cabo esa modificación 
Efecto sobre actividad 

deacetilasa de HDAC6 
Referencia 

Acetilación de lisina p300 (coactivador transcripcional) 
Inhibición 

Han et al., 2009; Liu et al., 2012 

Fosforilacion de seria 22 GSK3I3 (Glycogen Synthase Kinase 3b) Chen et al., 2010 

Fosforilación Aurora A 
Activación 

Pugacheva et al., 2007 

Fosforilacion PKCa (Protein Kinase Ca/fa) Zhu et al., 2011 
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Tabla III: Modulación de la actividad catalítica de HDAC6 mediante unión a proteínas 

Proteína 
Efecto sobre actividad 

deacetilasa de HDAC6 

Mecanismo de 

activación/inhibición planteado 
Referencia 

mDia2 (efector de Rho) 

Activación 

Unión directa Destaing et al., 2005 

Farnesiltransferasa 
Unión en complejo con los 

, 
microtubulos 

Zhao et al., 2010a 

Recpetor de estrógeno ligado a membrana 

plasmatica 
Unión directa Azuma et al., 2004 

Septina 
Unión en complejo con los 

microtubulos 

Ageta-Ishihara et al., 

2013 

tau (MAP clásica) 

Inhibición 

Unión directa 
Perez et al,, 2009 

TPPP/P25 (estabilizadora de microtubulos) Tokési 

CYLD (Prot. Desubiquitinadora) , 
Unión directa y estabilización de 

mi 	
, 

crotubulos 

Wickstrim et al. 2010 

Dysfeirin (proteína transmembrana de células 

musculares) 
Di Fulvio et al., 2011 

CHIP (carboxy terminus of Hsp70-interacting 

protein), proteína ubiquitin-ligasa 

Ubiquitina HDAC6 y disminuye los 
, 

niveles de proteína 
Cook et al., 2012 
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c URS Qd: 
Funciones de HDAC6 no relacionadas a la deacetilación de tubulina 

La HDAC6 cumple otras funciones muy importantes aparte que deacetilar tubulina. Estas 

funciones no pueden dejar de mencionarse ya que son clave a la hora de interpretar 

experimentos (relacionados al rol de la acetilación) en donde se modifica la actividad o cantidad 

de la enzima. Estas funciones incluyen la interacción de la HDAC6 inhibida con microtúbulos y con 

ello la estabilización de los mismos (aunque los resultados en literatura no son homogeneos, ver 

detalles más adelante), la deacetilación de otras proteínas (ver tabla IV), la interacción con y 

modulación de otras proteínas (independientemente de su actividad deacetilasa, ver tabla V) y 

funciones relacionadas a la eliminación de proteínas mal plegadas. 

En cuanto a la interacción y estabilización de microtúbulos a través de la enzima 

inhibida por un lado dos grupos diferentes han descripto que la presencia de la HDAC6 

catalíticamente inactiva en células (por inhibición química o por transfección de las células con 

una mutante catalíticamente inactiva) conlleva a una disminución del dinamismo de los 

microtúbulos (menor velocidad de crecimiento, más tiempo en pausa durante el crecimiento, 

mayor resistencia a la depolimerización por drogas y por frío), efecto que es independiente del 

estado de acetilación de la tubulina ya que no se observa en la células KO de HDAC6 (Asthana et 

al., 2013; Zilberman et al., 2009). Resultados similares fueron observados en otros dos trabajos 

utilizando como única estrategia experimental el tratamiento de las células con inhibidores 

químicos de la HDAC6 (Matsuyama et al., 2002; Tran et al., 2007). En estos trabajos no se puede 

descartar que sea el aumento de tubulina acetilada la razón de la mayor estabilidad de los 

microtúbulos. Por otro lado en otros 3 trabajos de grupos independientes observan que la 

inhibición química de HDAC6 en células en cultivo no confiere a los microtúbulos una mayor 

resistencia a la depolimerización (Haggarty et al., 2003; Palazzo et al., 2003; Tokési et al., 2010). 

En otro trabajo, de otro grupo de investigación, tratan células con un paninhibidor de deacetilasas 

y no detectan un cambio en la tasa de crecimiento ni acortamiento de los microtúbulos (Matov et 

al., 2010). En pocas palabras, no está claro si la mera presencia de la HDAC6 inhibida puede 

influenciar el dinamismo de los microtúbulos. 

Como se mencionó anteriormente HDAC6 también participa de la eliminación de 

proteínas mal plegadas. Por un lado, a través de un dominio llamado ZnF-UBP (zinc-finger 

ubiquitin binding domain), la HDAC6 puede unir cadenas de mono o poliubiquitina (Boyault et al., 

2006; Hook et al., 2002; Seigneurin-Berny et al., 2001) y por otro puede unir el motor molecular 

dineina, el cual se mueve hacia el extremo menos de los microtúbulos. De esta manera la HDAC6 

participa del transporte de estas proteínas hacia el agregosoma (Kawaguchi et al., 2003). El 

agregosoma es un cuerpo de inclusión de localización yuxtanuclear que se forma cuando hay un 

exceso de proteínas mal plegadas en la célula (por ejemplo cuando se inhibe el proteosoma). 

También participa del proceso de macroautofagia mediando el transporte de lisosomas hacia la 

región pericentriolar (a través de un mecanismo no descripto) (lwata et al., 2005). 



Tabla IV: Proteínas deacetiladas por HDAC6 

Nombre Función Efecto de su deacetilación Referencias 

HSP90 Chaperona 

Activación 

Aoyagi y Archer, 2005; Bali et al. 2005; Kovacs et 

al., 2005 

Cortactina 
Estabiliza y nuclea 

microfilamentos Kaluza et al., 2011; Zhang et al., 2007 

Peroxiredoxina 
Regula el estado rédox de la 

célula 

Disminución de su capacidad reductora y su 
., 

resistencia a la superoxidacion 
Parmigiani et al., 2008 

13-catenina Efector de Wnt Promoción de su translocación al núcleo Li et al., 2008; Zhu et al., 2011 

Ku70 Factor nuclear 
Promoción de la liberación de Bax por parte de 

Ku70 
Subramanian et al. 2011 

Survivina Proteína oncogenica 
La deacetila y con eso regula su importación 

nuclear 
Riolo et al., 2012 

TRIM50 Ubiquitín-ligasa [3 Regula la degradación de TRIM50 Fusco et al., 2014 

Tat 
Proteína del V.l.H. (Virus de 

Inmunodeficiencia Humano) 

La deacetila y con eso activa la transcripción del 

virus 
Huoetal. 2011 

Tabla V: Proteínas que interaccionan con HDAC6 pero no son deacetiladas por ella 

Nombre Función Efecto de la unión de HDAC6 Referencias 

RunX2 Factor de transcripción , 	 , 
Regulación de su actividad como factor de transcripcion 

Ozaki et al., 2013 

NF-K13 Factor de transcripción Zhang y Kone, 2002 

Tip6O-p400 
Complejo acetiltransferasa de 

histonas 

Promoción de la unión del complejo a sus genes blanco en 

células madre embrionarias 
Chen et al., 2013 

Tau 
MAP estabilizadora de 

microtubulos 

.. 
Promoción de la fosforilacion de Tau Ding et al., 2008 



Rol fisiológico de la acetilación de tubulina 

Básicamente hay dos maneras (complementarias entre ellas) de estudiar el rol de la 

acetilación de tubulina: una es in vitro, haciendo ensayos bioquímicos con elementos purificados y 

caracterizados y la otra es in vivo (término que aquí se utiliza para referirse a células en cultivo, 

tejidos organotípicos u organismos completos). in vivo, a su vez, se pueden utilizar dos enfoques. 

Uno es modificar la actividad o expresión (y con ello la actividad) de una u otra enzima 

involucradas en la acetilación y deacetilación de tubulina. Otra estrategia que se utilizó en 

experimentos con células en cultivo es la de expresar en las células una mutante de a-tubulina en 

la cual se remplazó la lisina 40 por un aminoácido que imita la lisina sin acetilar (mutación K40R) o 

la lisina acetilada (K40Q), pero que no pueden ser modificadas por las enzimas acetiltransferasas 

o deacetilasas respectivamente. 

En cuanto a los ensayos in vitro, si uno quiere estudiar qué diferencia produce el hecho 

de que la tubulina/microtúbulo se encuentre acetilado es necesario tener una preparación que 

contenga principalmente tubulina acetilada y otra que contenga principalmente tubulina 

deacetilada, para comparar. Además, idealmente, ambas preparaciones deberían diferir sólo en el 

grado de acetilación de la tubulina y ser análogas en el resto de las variables (grado de pureza de 

la tubulina, e identidad de las potenciales impurezas, presencia de otras modificaciones 

postrad uccionales sobre la tubulina, etc.). En estudios previos a la identificación de la enzima 

acetiltransferasa (finales del año 2010) esto era muy difícil ya que las preparaciones de tubulina 

purificada contienen muy poca cantidad de tubulina acetilada (Kim, 1991; Sale et al., 1988), y si 

bien en un estudio de la época se describía un protocolo para acetilar tubulina in vitro (Maruta et 

al., 1986), el mismo rara vez fue utilizado por otros grupos. Posterior a la identificación de la 

enzima acetiltransferasa esto se hizo más accesible ya que la enzima se puede expresar 

recombinantemente en bacterias y ser utilizada en ensayos in vitro para acetilar tubulina. Sin 

embargo, dado el poco tiempo transcurrido desde entonces (4 años) y sumado al hecho de que 

obtener la proteína recombinante y purificarla cuesta considerable cantidad de tiempo y dinero, 

esta técnica ha sido utilizada en muy pocos trabajos. Alternativamente, algunos grupos de 

investigación han optado por utilizar un oligopéptido sintetizado químicamente cuya secuencia es 

la de a-tubulina conteniendo la Lys4°  acetilada o no y sus aminoácidos más cercanos, pero este 

enfoque tiene serias limitaciones. De cualquier manera, y para resumir, han sido muy pocos los 

trabajos donde hayan hecho estudios bioquímicos comparativos entre tubulina acetilada y no 

acetilada, y menos aún aquellos que han utilizado preparaciones "ideales" (que sólo difieran en el 

grado de acetilación de tubulina. 

Por otro lado, los experimentos in vivo en donde se estudia el rol de la acetilación de 

tubulina son mucho más abundantes pero su interpretación es por lejos más complicada. Esto se 

debe principalmente al hecho de que ambas enzimas (a-TAT1 y HDAC6) tienen efectos y 

funciones independientes de su actividad catalítica sobre tubulina: a-TAT1 acetila cortactina, 

tiene un efecto desestabi liza nte de microtúbulos y además, a través de un mecanismo 

desconocido pero independiente de la acetilación de tubulina, es necesaria para la correcta 

función de ciertas neuronas en C. elegans. El hecho de desconocer este mecanismo hace que 

cualquier conexión causal que se quiera establecer entre un fenotipo generado por un cambio en 

el nivel de a-TAT1 y la acetilación de tubulina sea más incierto, ya que potencialmente puede ser 

explicado por este mecanismo incierto. HDAC6 por su parte deacetila, y de esta manera regula la 

actividad de al menos 6 proteínas diferentes de tubulina. Estas proteínas además difieren mucho 



en su naturaleza y las funciones que cumplen en la célula, lo que amplía el repertorio de fenotipos 

que pueden resultar de la inhibición de la HDAC6 (independientes de la acetilación de tubulina). 

Más aún, una de esas proteínas es cortactina, la cual regula la nucleación de microfilamentos, los 

cuales a su vez participan de muchos procesos conjuntamente con los microtúbulos, haciendo la 

interpretación causal de los fenotipos generados por la inhibición o sobreexpresión de la HDAC6 

aún más complicada. HDAC6 también se une a y regula la actividad de factores nucleares y al 

menos una histona acetiltransferasa, y está muy ligada a los procesos autofágicos y de eliminación 

de proteínas mal plegadas. 

En resumidas cuentas el o los roles fisiológicos de la acetilación de tubulina no están 

claros y no hay un consenso en la comunidad científica al respecto. A continuación un repaso 

sobre los principales estudios y proposiciones hechas al respecto. Primero se describen los roles 

planteados para la acetilación de tubulina a nivel molecular, luego a nivel celular y por último a 

nivel organismo. 

A nivel molecular se le han asignado varias funciones a la acetilación de tubulina. 

Históricamente se la asoció con una mayor estabilidad de los microtúbulos y existe una fuerte 

correlación entre microtúbulos estables y acetilados. Sin embargo no se pudo demostrar 

fehacientemente si la acetilación le infiere estabilidad a los microtúbulos, ya sea per se, o a través 

de una tercera proteína. La evidencia hasta el día de la fecha es más sugestiva de que los 

microtúbulos se acetilan porque son estables y no al revés (aunque ambas proposiciones no son 

excluyentes). En estudios in vitro se observó que tubulina purificada sometida a una acetilación 

enzimática (utilizando un extracto flagelar de Chiamydomonas), tiene la misma capacidad de 

polimerización y depolimerización (ante el frío y nocodazol) que aquella que no fue acetilada 

enzimáticamente (Maruta et al., 1986). Estudios posteriores determinaron que la cinética de 

polimerización de tubulina purificada acetilada o deacetilada (utilizando las enzimas a-TAT-1 y 

Sirt2 respectivamente) son indistinguibles (Soppina et al., 2012). Además, estudios estructurales 

de microtúbulos altamente acetilados o altamente deacetilados (a través de la incubación con a-

TAT1 o Sirt2 recombinantes) utilizando crio-electromicroscopía no detectan ninguna diferencia en 

la arquitectura de los mismos (Howes et al., 2014; Soppina et al., 2012). En varios estudios se 

observó que tras el tratamiento de células con inhibidores de HDAC6 el nivel de tubulina acetilada 

aumenta pero el dinamismo de los microtúbulos no varía (Haggarty et al., 2003; Matov et al., 

2010; Palazzo et al., 2003; Tokési et al., 2010), con lo que se infirió que la acetilación de 

microtúbulos in vivo no estabiliza los microtúbulos. Experimentos en donde se modifican los 

niveles de tubulina acetilada suprimiendo la expresión de la HDAC6 o la a-TAT1 en líneas celulares 

tampoco ven diferencia en la estabilidad de los microtúbulos (Shida et al., 2010; Zhang et al., 

2008) o inclusive ven una correlación inversa a la esperada (menos acetilación, más estabilidad) 

(Kalebic et al., 2013a). Sin embargo, una objeción común a todos estos experimentos en células es 

que se basaron en cambios relativos en los niveles de tubulina acetilada, y no determinaron qué 

porcentaje de la tubulina se encontraba acetilada antes y después del tratamiento. De haber un 

efecto umbral, es posible que tras modificar los niveles de acetilación no se observe 

estabilización/desestabilización de los microtúbulos dado que no se ha superado esa 

concentración crítica (de tubulina acetilada) en donde se observa el fenómeno de estabilización. 

Otra evidencia de que los microtúbulos se acetilan porque son estables es que la estabilización de 

microtúbulos por agentes químicos (por ejemplo taxol) generalmente es acompañada de un 

aumento en los niveles de tubulina acetilada (Hammond et al., 2010; Piperno et al., 1987). 



En la mayoría de los organismos los microtúbulos están compuestos por 13 

protofilamentos. Sin embargo en C. elegans los microtúbulos están compuestos por 11 

protofilamentos en todas las células, menos en las neuronas sensibles al tacto, en donde tienen 

15 protofilamentos. Estos microtúbulos de mayor diámetro sólo se forman cuando hay tubulina 

acetilada (Cueva et al., 2012; Topalidou et al., 2012). Aparentemente, esto no es consecuencia de 

la acetilación per se, sino de la interacción de microtúbulos con otra proteína presente en C. 

elegans ya que microtúbulos polimerizados in vitro utilizando tubulina pura altamente acetilada o 

altamente deacetilada tienen el mismo número de protofilamentos (Howes et al., 2014; Soppina 

et al., 2012). 

Aparte de potencialmente estabilizar los microtúbulos y alterar el número de 

protofilamentos que componen un microtúbulo in vivo, se ha determinado que la acetilación de 

tubulina es un requisito para la interacción de tubulina/microtúbulos con otras proteínas. En 

nuestro laboratorio y el de colaboradores se determinó que 3 bombas de iones de membrana 

plasmática del grupo de las P-ATPasas (la Na/K-ATPasa, la Ca2 -ATPasa y la H-ATPasa en 

levaduras) interaccionan específicamente con tubulina acetilada, y que esa interacción inhibe la 

actividad catalítica de las bombas (Campetelli et al., 2005; Casale et al., 2001, 2001; Monesterolo 

et al., 2008; Santander et al., 2006). Por otro lado, a partir de estudios en células en cultivo (sin 

ensayos in vitro) se propuso que microtúbulos acetilados son más propensos a ser cortados por la 

enzima katanina (Sudo y Baas, 2010). El modelo actual propuesto para el mecanismo de corte de 

microtúbulos por katanina plantea que estas enzimas tiran del domino C-terminal de tubulina (el 

cual protruye hacia afuera del microtúbulo) y de esta manera desnaturalizan parcialmente la 

tubulina, desestabilizando los contactos entre dímeros y así pudiendo cortar el microtúbulo (RoIl-

Mecak y McNally, 2010; Sharp y Ross, 2012). Dado que la lisina 40 se encuentra en el lado luminal 

del microtúbulo, es difícil concebir como la katanina puede reconocer esta modificación 

postraduccional estando fuera del microtúbulo, sobre todo si consideramos que las estructuras de 

microtúbulos acetilados y no acetilados (en ausencia de terceras proteínas) son indistinguibles 

(Howes et al., 2014; Soppina et al., 2012). Otra proteína que se ha reportado que se asocia 

preferentemente con microtúbulos acetilados es el motor molecular kinesina-1. Sin embargo 

resultados de diferentes grupos son contradictorios. Por un lado, Reed et al (2006) a través 

ensayos con células en cultivo tratadas o no con tubacina (un inhibidor específico de la HDAC6 

(Haggarty et al., 2003)) determinan que la localización de kinesina-1 siempre correlaciona con la 

de los microtúbulos acetilados. A esto le suman experimentos bioquímicos con tubulina semi-

purificada conteniendo mutaciones en la lisina 40 que imitan la lisina no acetilada (K40R) o 

tubulina extraída (sin mayor purificación) de células tratadas con tubacina con los que determinan 

que la kinesina-1 se une más y camina más rápido sobre microtúbulos acetilados que sobre 

microtúbulos no acetilados. Otros dos grupos obtienen resultados similares con técnicas similares 

(Dompierre et al., 2007; Konishi y Setou, 2009). Sin embargo, otro estudio en donde utilizan la 

misma estrategia que en el trabajo de Reed et al, pero utilizando células levemente diferentes 

(neuronas de hipocampo en estadío II o III en uno y otro estudio) no logra reproducir los 

resultados. Más tarde, dos grupos diferentes, utilizando tubulina purificada y acetilada o 

deacetilada in vitro utilizando las respectivas enzimas (a-TAT1 y la HDAC6) determinan que tanto 

la capacidad de unión como la velocidad de movimiento de la kinesina-1 es la misma tanto en 

microtúbulos acetilados como no acetilados (Soppina et al., 2012; Walter et al., 2012). Queda 

claro con estos experimentos que no es la acetilación per se la que aumenta la unión y velocidad 

de movimiento de la kinesina-1 a microtúbulos. Lo que no se puede discernir todavía es si la 



acetilación a través de una tercera proteína (una MAP que reconozca la acetilación por ejemplo, o 

la misma HDAC6) promueve la unión de la kinesina-1 o si de hecho no hay relación causal entre la 

acetilación y la velocidad de movimiento de kinesina-1 en las células. Por último, estudios de 

coinmunoprecipitación determinaron que dímeros de tubulina deacetilada, pero no acetilada, se 

unen a la GTPasa pequeña Rheb (proteína homóloga de Ras enriquecida en cerebro) promoviendo 

su activación (Lee et al., 2013). 

Si es difícil conectar causalmente la acetilación con algún efecto a nivel molecular, más 

aún lo es a nivel celular ya que aumentan considerablemente las variables. A continuación se 

resumen las funciones propuestas para la acetilación consideradas más relevantes a juzgar por la 

batería de métodos que se utilizaron para conectar la acetilación de tubulina con el fenotipo 

descripto. Muchos estudios no se mencionan ya que sólo consisten en la manipulación de una de 

las enzimas involucradas en la acetilación de tubulina (principalmente de HDAC6 para la cual 

existen inhibidores químicos y además se conoce desde hace más tiempo que la a-TAT1). 

Las cilias primarias son organelas que consisten de una pequeña proyección hacia el 

exterior del cuerpo celular formadas por un axonema rodeado de membrana plasmática 

especializada. No son móviles y su principal función es la de censar condiciones del medio 

extracelular. El ensamble de esta organela está ligada a la diferenciación celular, estando ausentes 

en células en activa división y presentes en prácticamente todas las células de mamíferos 

diferenciadas (Berbari et al., 2009). La acetilación de tubulina está relacionada al ensamble y 

desensamble de estas organelas. En líneas celulares humanas de retina la ausencia de a-TAT1 

retrasa (pero no impide) la aparición de la cilia cuando a las células se les retira el suero del medio 

de cultivo (condición ciliogénica) (Shida et al., 2010). La inhibición de HDAC6 por otra parte inhibe 

la resorción ciliar tras el agregado de suero al medio de cultivo (Pugacheva et al., 2007). El hecho 

de que la manipulación de ambas enzimas de resultados similares apoya el hecho de que 

efectivamente es la acetilación de tubulina, o algún sustrato en común (como la cortactina por 

ejemplo), el efector de los fenotipos observados. 

Otra función a la que se ha ligado la acetilación de tubulina en varios trabajos es a la 

migración celular. En fibroblastos la sobreexpresión de HDAC6 aumenta la velocidad de 

quimiotáxis de los mismos (Hubbert et al., 2002). Estudios en embriones de rata indican que una 

disminución de la acetilación de tubulina, por la inhibición de la expresión de las tubulina 

acetiltransferasas E1p3 o a-TAT-1, resultan en defectos migratorios de neuronas corticales (Creppe 

et al., 2009; Li et al., 2012). Sin embargo, no hay que olvidar a-TAT-1 también acetila y regula la 

actividad de cortactina, la cual nuclea microfilamentos, los cuales a su vez están muy relacionados 

(junto con los microtúbulos) a la migración celular. 

Los macrófagos, como respuesta innata ante la exposición al LPS de bacterias 

(l ¡popo lisacárido, componente de la membrana externa de bacterias gramm negativas) liberan 

principalmente citoquinas proinflamatorias pero también algunas antiinflamatorias como la IL-10 

(interleuquina 10), aunque en menor cantidad. Tanto la inhibición específica de HDAC6, como la 

sobreexpresión de a-TAT1 promueven un aumento en la liberación de IL-10. La sobreexpresión de 

HDAC6, el silenciamiento de a-TAT1 o la sobreexpresión de la mutante de tubulina no acetilable 

(K400) tienen los efectos contrarios. Este efecto estaría intermediado cascada abajo de la 

acetilación de tubulina por la fosforilación de la MAPK p38 (Mitogen-Activated Protein Kinase) 

(Wang et al., 2014). Finalmente esto se traduce in vivo ya que ratones expuestos a LPS 



conjuntamente con un inhibidor específico de la HDAC6 tienen mayor sobrevida. El hecho de que 

el efecto se vea manipulando una u otra enzima, o la tubulina misma, da mayor seguridad a la 

hora de conectar causalmente ambos fenómenos. Un efecto diferente se observa en astrocitos 

primarios de ratón, cuya tolerancia inducida por LPS (medida por aumento de la secreción de IL-6) 

es bloqueada por el suministro de tubacina (inhibidor específico de HDAC6) (Beurel, 2011). 

La acetilación de tubulina también ha sido correlacionada con el proceso adipogénico. 

Por empezar, ratones alimentados con una dieta alta en contenido graso poseen niveles de 

tubulina acetilada más altos en sus adipocitos. Por otro lado, células 3T3-L1 que expresan tubulina 

mutante resistente a la acetilación (K40R) acumulan significativamente menos grasa que células 

que contienen tubulina salvaje. Así mismo, cuando estas células sobrexpresan a-TAT1 o tienen 

niveles menores de HDAC6 sus niveles de tubulina acetilada aumentan y el proceso de 

diferenciación de los adipocitos se da con mayor velocidad. Cuando expresan a-TAT1 en menor 

cantidad tienen un fenotipo inverso, menor cantidad de tubulina acetilada y un proceso de 

diferenciación más lento (Yang et al., 2013). 

Por último, un análisis de los potenciales roles de la acetilación a nivel organismo a 

través de la exarninación de los organismos modificados genéticamente. El protozoario 

Tetrahymena thermophila es un organismo unicelular que contiene abundante cantidad de cilias y 

en todas ellas una cantidad considerable de tubulina acetilada. Contiene un solo gen que codifica 

para a-tubulina y otro para a-TAT1. Células contiendo el gen de a-tubulina con la mutación K40R 

(símil lisina no acetilable) no poseen fenotipo distinguible de las salvajes (morfología, tasa de 

crecimiento, movilidad, resistencia de los microtúbulos al nocodazol o al taxol) (Gaertig et al., 

1995). Por otro lado células KO para la a-TAT1 presentan un leve fenotipo al crecerlas en medios 

con drogas depolimerizantes o polimerizantes de tubulina que es consistente con un mayor 

dinamismo de microtúbulos (Mella et al., 2010). Es incierto si este fenotipo es causado por la 

ausencia de la enzima o por una disminución de la acetilación de tubulina (o ambos). El pez Danio 

reno presenta uno de los fenotipos más marcados entre los organismos a los cuales se le silenció 

o eliminó el gen de a-TAT1: cuerpo curvado, hidrocefalia, microcefalia, ojos pequeños e 

insensibilidad al tacto. En C. elegans la eliminación del gen de a-TAT1 produce microtúbulos de 

variado número de protofilarnentos en las neuronas TRN y también pérdida de la sensibilidad al 

tacto, aunque es incierto si esto último tiene relación con la acetilación de tubulina ya que los 

resultados son dispares entre diferentes trabajos (Mella et al., 2010; Shida et al., 2010; Topalidou 

et al., 2012). Ratones KO de a-TAT1 son viables y a grandes rasgos son indistinguibles de sus 

hermanos salvajes a pesar de no tener niveles detectables de tubulina acetilada en la mayoría de 

los tejidos (Kalebic et al., 2013a; Kim et al., 2013). Según el trabajo de Kim et al estos ratones 

tienen una morfología (a grandes rasgos) idéntica a la del ratón, a excepción del giro dentado de 

hipocampo, el cual tiene una leve deformación. Sin embargo, los autores no realizan 

experimentos conductuales para determinar si esa deformación tiene algún efecto sobre la 

fisiología cerebral. En el trabajo de Kalebic et al no detectan esa deformación en el giro dentado 

pero si les realizan pruebas conductuales a machos de 8 semanas de edad (pruebas de memoria - 

laberinto en Y-, nocicepción térmica -plato caliente-, fuerza muscular y coordinación motora) y la 

única diferencia que encuentran entre ambos ratones es un leve aumento de la ansiedad en los 

ratones KO. En este mismo trabajo reportan que los machos KO tienen espermatozoides con leves 

deformaciones flagelares y menor movilidad, lo que resulta en una menor fertilidad de machos 

KO respecto de salvajes (tamaño promedio de carnada 7,2 ± 0.5 y 8,9 ± 0.5 respectivamente). 



Ratones KO de HDAC6 poseen un fenotipo levemente menos ansioso que sus hermanos 

salvajes (Fukada et al., 2012), lo que es coherente con lo encontrado por Kalebic en el KO de a-

TAT1. Sin embargo hay que tener en cuenta que el fenotipo de los ratones KO de HDAC6 también 

puede ser explicado en parte a través de una mayor acetilación de la chaperona Hsp90 y con ello 

una menor activación de los recepctores de glucocorticoides (Espallergues et al., 2012; Zhang et 

al., 2008). Los ratones KO de HDAC6 también poseen una ligera disminución de la densidad ósea 

(sólo observable hasta los 3 meses de edad) y una muy leve disminución de la respuesta inmune 

dependiente de células T (Zhang et al., 2008). La eliminación de HDAC6 en ratones modelo de la 

enfermedad de esclerosis lateral amiotrófica demora la progresión de la enfermedad (Taes et al., 

2013) y en ratones modelo de la enfermedad de Alzheimer mejora levemente las capacidades 

cognitivas de los mismos (Govindarajan et al., 2013). Sin embargo, dada la naturaleza de estas 

enfermedades y las funciones de HDAC6 paralelas a la deacetilación de tubulina es muy difícil 

determinar si hay alguna relación entre la acetilación de tubulina y estos fenotipos. 

Plantas (Arabidopsis thaliana) a las que se le mutó la lisina 40 del gen de a-tubulina 6 

por una alanina o una glutamina (pero no por una arginina) tienen un fenotipo enano con 

defectos tanto en la proliferación como en la expansión celular. Acordemente, los microtúbulos 

corticales estaban prácticamente ausentes, probablemente debido a una disminución marcada en 

los niveles tanto de a como de 0 tubulina (Xiong et al., 2013). 

Purificación de tubulina 

La purificación de tubulina en grandes cantidades ha sido de suma importancia en el 

avance de los conocimientos relacionados a los microtúbulos. El método de purificación de 

tubulina más utilizado hoy en día es el desarrollado por Shelanski et al en el año 1973 (referido en 

adelante como método tradicional de purificación de tubulina). El método se basa en 3 

propiedades de los microtúbulos y la tubulina: 1) si se incuba una solución de tubulina (con ciertos 

cofactores) a 37 oc se induce la polimerización de microtúbulos, 2) esos microtúbulos, pero no la 

tubulina dimérica, son precipitables si se centrifugan a 100.000 x g y,  3) esos microtúbulos pueden 

ser desensamblados por la incubación a 4 °c. Lo que se hace entonces es homogenizar un cerebro 

(de rata, cerdo o vaca) en frío, centrifugar y colectar el sobrenadante (SN). Incubar ese SN en 

condiciones de polimerización, centrifugar y colectar el precipitado (donde se encuentran los 

microtúbulos), incubarlos en frío y centrifugar nuevamente. A la tubulina de ese sobrenadante 

resultante se le refiere como tubulina de 1 ciclo de purificación. El ciclo se puede repetir muchas 

veces más. como ninguna otra proteína tiene la capacidad de formar estructuras precipitables en 

caliente y romperlas en frío, con los ciclos se purifica la tubulina. Pero, tal como se mencionó 

anteriormente, hay proteínas que se asocian a los microtúbulos y co-ciclan con la tubulina 

(MAP5). Estas proteínas no pueden ser eliminadas por ciclado y se eliminan por cromatografía de 

intercambio aniónico dado que la tubulina tiene un pKa ácido y las MAPs uno básico. La tubulina 

que se logra purificar mediante este método sin embargo contiene niveles muy bajos y a veces 

indetectables de tubulina acetilada (Kim, 1991; Sale et al., 1988). 

Métodos alternativos para la purificación de tubulina han surgido con el tiempo aunque 

han tenido un bajo impacto en la comunidad científica, algunos de ellos por su complejidad 



técnica (entre otras cosas) y otros porque se han descripto hace poco tiempo (Castoldi y Popov, 

2003; Jang et al., 2008; Minoura et al., 2013; Shah et al., 2001; Sloboda y Belfi, 1998; Widlund et 

al., 2012). 

PMCA 

El calcio es un segundo mensajero en innumerables procesos celulares que incluyen la 

fertilización, contracción muscular, transcripción génica y hasta la apoptosis (Carafoli, 2002). Para 

esto, las células deben mantener finamente regulada la concentración de calcio dentro del citosol, 

la cual suele estar alrededor de 100 nM. En animales superiores las principales proteínas 

encargadas de esta tarea son el intercambiador de Na7Ca2  (principalmente en tejido nervioso), 

transportadores uniporte de mitocondria (Carafoli, 2010) y  las P-ATPasas bomba de calcio de 

membrana plasmática o PMCA (Plasma membrane calcium ATPase), bomba de calcio de retículo 

endoplásmico o SERCA (Sarco endoplasmic reticulum Calcium ATPase) y bomba de calcio de Golgi 

o SPCA (Secretory pathway çalcium ATPase). Las bombas de calcio, a diferencia del 

intercambiador de Na7Ca2,  poseen alta afinidad por el calcio y baja capacidad de transporte. Por 

ende, son las principales responsables de la modulación fina de la concentración de calcio, 

especialmente en microdominios celulares (y no a nivel célula completa) (Lopreiato et al., 2014). 

La PMCA puntualmente es una proteína de masa molecular entre 125 y  140 kDa, posee 10 

segmentos transmembrana que delimitan 6 dominios citosólicos, los cuales incluyen los extremos 

C y N terminal de la proteína. En humanos la PMCA está codificada por 4 genes, que a través del 

splicing alternativo dan lugar a más de 30 isoformas, las cuales tienen patrones de expresión 

tejido y desarrollo específicos (Strehler et al., 2007). La actividad de la PMCA puede ser regulada 

de varias maneras. La más estudiada de ellas es su activación por unión a calmodulina. En su 

estado inactivo el extremo C-terminal de la bomba funciona de "tapón" uniéndose al principal 

sitio catalítico de la bomba y de esta manera impidiendo su funcionamiento. Este domino C-

terminal posee un sitio de unión a calmodulina. Cuando la calmodulina (en presencia de calcio) se 

une a este sitio, lo suelta del sitio catalítico de la bomba y así esta se activa (Falchetto et al., 1991, 

1992). La PMCA también puede ser activada por proteólisis del extremo C-terminal mediada por 

calpaina (James et al., 1989a), por fosforilación de serinas y treoninas mediadas por las proteína 

kinasas C y A (Hofmann et al., 1994; James et al., 1989b; Smallwood et al., 1988; Wang et al., 

1991), dimerización de PMCA a través de sus extremos C-terminal (Benetti et al., 2011; Kosk-

Kosicka y Bzdega, 1988; Vorherr et al., 1991), por fosfolípidos ácidos (Enyedi et al., 1987; Niggli et 

al., 1979; Ronner et al., 1977), por asociación con microfilamentos (Vanagas et al., 2013) y por 

etanol (Benaim et al., 1994; Monesterolo et al., 2008; Sepúlveda y Mata, 2004). La asociación de 

la PMCA actina G (no polimerizada, globular) así como a tubulina acetilada inhiben la actividad 

catalítica de la bomba (Monesterolo et al., 2008; Vanagas et al., 2013). 

Dado que el análisis del complejo tubulina acetilada-PMCA es parte del objetivo de esta 

tesis se analizará el trabajo de Monesterolo et al en detalle donde se describe tal asociación. Este 

estudio fue realizado principalmente utilizando PMVs (plasma mebrane vesicles) purificadas de 

cerebro de rata. Las PMVs son fracciones de membrana plasmática enriquecidas en sinaptosomas, 

los cuales son las terminales sinápticas de neuronas. La interacción entre tubulina y PMCA fue 

confirmada por coinmunoprecipitación de ambas moléculas y mediante este mismo método se 



determinó que tanto el tratamiento de las PMVs con etanol (hasta 0,6% y/y) como con 

calcio/calmodulina activan la bomba al mismo tiempo que desensamblan el complejo. De 

particular interés son las metodologías con las que arriban a la conclusión de que la tubulina 

acetilada es la que forma el complejo con PMCA. Para esto lo que hacen los autores por un lado 

es incubar PMVs con distintas cantidades de dos preparaciones de tubulina que difieren en su 

porcentaje de tubulina acetilada (y quizás de otras modificaciones postraducción también, no se 

chequea) y luego miden la actividad de la PMCA. Verifican que para una misma cantidad de 

tubulina total, el % de inhibición de la bomba se correlaciona con la cantidad de tubulina acetilada 

(y no tubulina total) con la que se incubó esa preparación de PMVs. Por otro lado observan que 

células en cultivo tratadas con TSA (Trichostatin A), un paninhibidor de HDACs, pero no en células 

no tratadas, el agregado de etanol al medio de cultivo provoca una disminución del nivel de calcio 

intracelular (el cual había sido aumentado previamente por el agregado de un ionóforo de calcio). 



OBJETIVOS 
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Tomando en cuenta el estado del conocimiento sobre el rol fisiológico de la 

acetilación de a-tubulina en su Lys40, las principales dificultades enfrentadas a la hora de 

investigar sobre este tema, tanto por la comunidad científica en general como por 

nuestro grupo de investigación en particular, y la línea de investigación de nuestro grupo 

(interacción de P-ATPasas y tubulina acetilada) se plantean los siguientes objetivos: 

Objetivo general 

Generar herramientas y nuevos conocimientos que permitan avanzar en el 

entendimiento del rol fisiológico de la acetilación de ct-tubulina en su Lys40. 

Objetivos específicos 

1) Desarrollar un método simple de purificación de tubulina enriquecida en el 

isotipo acetilado. 

2) Desarrollar un método simple de cuantificación del porcentaje de tubulina que 

se encuentra acetilada en una muestra. 

3) Caracterizar bioquímicamente el complejo tubulina acetilada-PMCA. 



RESULTADOS 



CAPÍTULO 1 

DESARROLLO DE UN MÉTODO DE PURIFICACIÓN DE TUBULINA 

ENRIQUECIDA EN EL ISOTIPO ACETILADO 

Los primeros pasos en el proceso de purificación de tubulina por el método tradicional 

(Shelanski et al., 1973) consisten en realizar un homogenato de cerebro en baño de hielo (baja 

temperatura para depolimerizar los microtúbulos), centrifugar (en frío también) y colectar el 

sobrenadante (SN1) donde se encuentra: la tubulina dimérica proveniente de microtúbulos 

depolimerizados por el frío sumado a la tubulina que ya era dimérica (Fig 7A y lOA). Como se 

mencionó previamente, tos microtúbulos estables suelen ser altamente acetilados (Ferreira y 

Cáceres, 1989; Lim et al., 1989; Piperno et al., 1987; Sale et al., 1988, 1988; Webster y Borisy, 

1989; Wilson y Forer, 1989). Además, estaba descripto que el calcio promueve el 

desensamblamiento de microtúbulos estables (Berkowitz y Wolif, 1981; Karr et al., 1980; O'Brien 

et al., 1997; Weisenberg, 1972), con lo cual se planteó la hipótesis de que la presencia de calcio en 

el buffer de extracción durante el proceso de purificación de tubulina permitiría obtener mayor 

cantidad del isotipo acetilado en el SN1. Esta posibilidad fue confirmada como se observa en la 

figura 7. Sin embargo, posteriormente, a partir observaciones casuales sobre experimentos 

realizados en nuestro laboratorio y tras una revisión bibliográfica (Wolf et al., 1988), se planteó la 

hipótesis alternativa de que el fenómeno observado (mayor contenido de tubulina acetilada en 

SN1  obtenido en presencia de calcio) se pudiera deber principalmente a que el calcio estuviera 

inhibiendo una enzima deacetilasa de tubulina (que actuara preferentemente sobre tubulina 

dimérica) más que a la depolimerización de microtúbulos estables y acetilados. Para probar esta 

hipótesis, a un SN1  obtenido en presencia de calcio se le agregó EGTA a fin de quelar el calcio y se 

lo incubó a O ó 37 T. Como se observa en la figura 7C, tras quelar el calcio e incubar tanto a O °C 

como a 37 °C, la cantidad de tubulina acetitada (relativa a ct-tubulina) disminuye rápidamente, 

denotando una alta actividad deacetilasa en el SN1  y corroborando la hipótesis planteada. 
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Identificación de la enzima deacetilante de tubulina 

Los resultados obtenidos indicaban que para poder obtener una preparación de tubulina 

purificada con la mayor cantidad de tubulina acetilada posible era necesario inhibir esa actividad 

deacetilasa durante el proceso de purificación. En primer lugar se pensó en usar calcio como 

inhibidor, sin embargo, el mismo interfiere con la polimerización de tubulina (Weisenberg, 1972), 

razón por la cual, para purificar tubulina altamente acetilada por el método de 

ensamblamiento/desensamblamiento, era necesario disponer de un compuesto que inhibiera la 

actividad deacetilasa de tubulina pero que no interfiriera con la polimerización o la 

depolimerización en frío de la misma. Para poder encontrar este inhibidor y a la vez determinar 

cuál era la enzima responsable de esta actividad deacetilasa se evaluó el efecto de diferentes 

inhibidores de deacetilasas en SN1. Para ello se preparó un SN1  en presencia de calcio y luego se le 

agregó EGTA (para quelar el calcio y así desinhibir la enzima) más el inhibidor a evaluar. Tanto TSA 

(Trichostatin A, un paninhibidor de deacetilasas, excepto las de clase III (Bradner et al., 2010; 

Grozinger et al., 2001; Yoshida et al., 1990)) como tubacina (un inhibidor específico de la HDAC6 

(Haggarty et al., 2003)) inhibieron eficientemente la actividad deacetilasa (Figura 8). Por otro lado, 

nicotinamida (un inhibidor específico de la Sirtuina2 (Grozinger et al., 2001)) no tuvo efecto. Esto 

demuestra que es la HDAC6 la responsable de la deacetilación de tubulina durante el proceso de 

purificación, y por ende, Tubacina y TSA serían dos candidatos a utilizar durante el mismo. 
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Figura 8: Identificación de la enzima deacetilante de tubulina en homogenato de 

cerebro de rata 
Cerebros de rata fueron homogenizados en buffer con Ca  5mM y centrifugados. Al SN1  

resultante se le agregó EGTA (concentración final 10 mM) más agua (control), o TSA 5 iM 

(TSA), o Nicotinamida 1 mM (+ nicotinamida) o Tubacina 5 iM, y se lo incubó a 37 °C. Alícuotas 

de cada muestras fueron tomadas a los tiempos indicados y se analizó su contenido de tubulina 

acetilada por Western biot. 

Efecto del TSA sobre la polimerización y depolimerización de tubulina 

El paso siguiente fue determinar si TSA afectaba o no la poli merización/depolimerización 

de tubulina. Antes de realizar esta determinación fue necesario saber qué concentración de TSA 

era efectiva tanto en homogenatos crudos como en extractos solubles. Por esta razón se 

realizaron ensayos de actividad deacetilasa en función de la concentración de TSA en homogenato 

y en SN1. La Cl50  (Concentracion Inhibitoria del 50%) en homogenato fue de 7=700 nM y en SN1  de 

150 nM (figura 9A). La determinación del efecto del TSA sobre la 

polimerización/depolimerización de tubulina se realizó a una concentración de TSA 1 pM. Para 

ello se evaluó la cinética de polimerización/depolimerización de un SN3  en presencia o ausencia 

de TSA 1 iM mediante turbidimetría. 
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Figura 9: concentración inhibitoria efectiva de TSA en homogenato y  SN1  

(A) Se obtuvieron homogenatos de cerebro de rata en ausencia de calcio y en presencia de las 

concentraciones de TSA indicadas. Se incubaron 30 minutos a 2-4 °C y luego se centrifugaron. 

Se analizó en contenido de tubulina acetilada en las fracciones sobrenadante resultantes 

mediante Western blot (Hom). En otro experimento, los cerebros fueron homogenizados en 

presencia ca2  5 mM y centrifugados. Al SN1  obtenido se le agregó EGTA (concentración final 10 

mM) y TSA en las concentraciones indicadas. Se incubó a 37 °c por una hora y luego se analizó 
su contenido de tubulina acetilada por Western blot (sol). Se determinaron las densidades 

ópticas de las bandas de ambos experimentos y se graficaron en función de la concentración de 

TSA. (B) un SN1  obtenido sin Ca2  al cual se le agregó TSA 1 tM (+TSA) o vehículo (-TSA) fue 

incubado en condiciones de polimerización de microtúbulos, y la formación de microtúbulos 

fue monitoreada mediante turbidimetría (ABS350). Luego de que se alcanzó un plateau (20 

minutos) se bajó la temperatura a 10 °c (flecha) para inducir la depolimerización de los 
microtúbulos, mientras se seguía midiendo la turbidimetría. Se muestra un experimento 

	

renreçentMivn el cual se reniti 	veces cnn resiiltdns similares 

Como se observa en la figura 913 la presencia de TSA no afectó la polimerización (a 372C) 

ni la depolimerización (en frío) de microtúbulos. TSA resulta, entonces, óptimo para el diseño de 

un protocolo de purificación de tubulina enriquecida en el isotipo acetilado dado que inhibe 



completamente la actividad deacetilasa de la HDAC6, sin interferir con la polimerización o 

depolimerización de tubulina y, se encuentra disponible comercialmente a un costo accesible. 

Protocolo para la purificación de tubulina enriquecida en el isotipo acetilado 

Para prevenir la deacetilación de tubulina, los cerebros de rata se homogenizaron en 

baño de hielo en un buffer conteniendo TSA 5 tM. En los pasos subsiguientes los buffers siempre 

contuvieron TSA 0,5 liM (ver detalles en Materiales y Métodos). A lo largo del procedimiento (ver 

esquema en figura lOA), se tomaron muestras de homogenato y sobrenadantes 1, 3, 5, y  7 (SN1, 

SN3, SN5  y SN7) y se analizó su contenido de tubulina acetilada y tubulina total mediante Western 

BIot. Como se puede observar en la figura 1013, en las muestras obtenidas durante la purificación 

realizada utilizando TSA (+TSA) el contenido de tubulina acetilada respecto de tubulina total se 

mantuvo constante a lo largo de todo el procedimiento. En contraste, cuando el procedimiento se 

realizó sin TSA, el SN1  contenía ya un nivel bajo de tubulina acetilada mientras que en el resto de 

los sobrenadantes era indetectable (figura 10B). Esto demuestra la eficiencia del uso de TSA como 

inhibidor de la HDAC6 en los procesos de purificación de tubulina. 

Una vez purificada por ciclado, la tubulina enriquecida en el isotipo acetilado puede ser 

purificada de MAP5 mediante cromatografía de intercambio aniónico (fosfocelulosa) agregando 

TSA 0,5 hM en todos los buffers. El contenido de tubulina acetilada no se ve alterado tras este 

paso de purificación (resultado no mostrado). 

Cuantificación del contenido de tubulina acetilada en preparaciones de tubulina 

enriquecidas o empobrecidas en dicho isotipo 

Para proceder a la cuantificación del contenido de tubulina acetilada se utilizaron dos 

enfoques diferentes según se tratara de preparaciones enriquecidas o empobrecidas en tubulina 

acetilada. Para el caso de las muestras enriquecidas se comparó el nivel de acetilación de las 

muestras (SN1, SN3, SN5  y SN7) con el de un estándar de tubulina 100% acetilada obtenida 

mediante inmunoprecipitación (ver detalles en Materiales y Métodos). Para validar este estándar 

se realizó un control de especificidad de inmunoprecipitación utilizando como sustrato un SN5  

preparado en ausencia de TSA, el cual carece de tubulina acetilada. La inmunoprecipitación fue 

específica para tubulina acetilada ya que sólo se une y luego eluye a-tubulina cuando el input que 

se utiliza contiene tubulina acetilada (figura hA). Por ende, se considera que el estándar contiene 

el 100% de las moléculas de tubulina acetiladas. No se encontraron diferencias significativas en el 

porcentaje de tubulina acetilada de los diferentes sobrenadantes, siendo en promedio de 64% ± 

10% (figura liB). 

En cuanto a las muestras empobrecidas se evaluó el porcentaje de tubulina acetilada en 

el SN3. Para ello se utilizó el "método de cuantificación por adición de estándar" (Bader, 1980). El 

estándar en este caso fue un SN3  enriquecido, el cual contiene un 64% de la tubulina acetilada 

(Fig. hA). Tras la aplicación del método, tal como está descripto en materiales y métodos, se 

determinó que el SN3  empobrecido contiene un 0.2% ± 0.1% de tubulina acetilada respecto de 

tubulina total (Fig. lic y liD). 
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Finura 10: protocolo de purificación de tubulina enriquecida o empobrecida en el 

isotipo acetilado 

(A) Esquema de los protocolos de purificación de tubulina enriquecida o carente del isotipo 

acetilado descripto en Materiales y Métodos. La diferencia entre ambos protocolos radica en 

que en el primero el TSA está presente en todos los buffers usados (+TSA) mientras que en el 

segundo nunca está presente (-TSA). Se describen los pasos hasta la obtención de un SN3, que 

corresponde a una preparación de tubulina purificada por un ciclo. Para repetir el ciclo se trata 

el SN3  como Si  fuera un SN1  y se prosigue usando el mismo esquema (con pequeñas 

variaciones, ver materiales y métodos para más detalles). (B) se tomaron muestras del 

homogenato (H), SN1, SN3, SN5  y SN7 y se analizó su contenido de tubulina acetilada (Tub-Ac) y 

tubulina total (a-Tub) por Western blot. Para poder hacer una comparación directa de los 

niveles de tubulina acetilada en cada paso de protocolo se sembraron cantidades iguales de a-

tubu lina. 
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Figura 11: Cuantificación de tubulina acetilada 

(A) Preparación de estándar de tubulina 100% acetilada por inmunoprecipitación. Se ligó el 

anticuerpo 6-1113-1 a proteína G sefarosa y se incubó con un SN5  enriquecido en tubulina 
acetilada (input, +Ac), o un SN5  empobrecido en tubulina acetilada (input, -Ac) como control 
negativo. Se lavaron las camas y se eluyeron las proteínas unidas mediante el agregado de 
buffer de siembra de SDS-PAGE. Se analizó el contenido de cc-tubulina y tubulina acetilada 
de inputs y eluciones mediante Western blot. Con una flecha se marca la banda de tubulina, 

la banda superior corresponde a la cadena pesada del anticuerpo 6-1113-1 (B) Utilizando el 

estándar de tubulina 100% acetilada de (A) se cuantificó el porcentaje de tubulina acetilada 
en sobrenadante 1, 3, 5 y  7 mediante comparación por Western blot (ver materiales y 

métodos) (C) Utilizando un SN3  enriquecido y un SN3  empobrecido en tubulina acetilada se 

prepararon 4 mezclas que contienen 0, 0.2, 0.4 y 0.8% de tubulina acetilada extra al 
porcentaje que ya contiene de por sí el SN3  empobrecido (% de Tub-Ac extra). Para ellos se 
consideró que el SN3  contiene un 64% de tubulina acetilada. Se analizó el contenido de 
tubulina acetilada de todas las muestras por Western blot. La señal de la banda de tubulina 
acetilada era muy baja (membrana superior) por lo que se aumentó el contraste de la 

imagen para poder visualizar las bandas (membrana inferior). (D) Se cuantificaron las 

bandas de (B) y se graficó la densidad óptica de las bandas (00) expresada en unidades 
arbitrarias (UA) en función del % de tubulina acetilada que la muestra contiene extra al que 
ya tiene el SN3  empobrecido (% de Tub-Ac extra). En líneas punteadas se muestra la recta 
que mejor ajusta a los datos calculada por regresión lineal, la cual es descripta por la 

siguiente ecuación: y = 7.79 x  + 1.44, con valor de R2=0.9668 (n=2). 

Comparación de propiedades entre preparaciones purificadas de tubulina enriquecidas 

o empobrecidas en el isotipo acetilado 

Mediante los procedimientos ilustrados en la figura iDA se obtuvieron preparaciones de 

tubulina de tres ciclos (SN7) enriquecida o empobrecida del isotipo acetilado. Estas preparaciones 

fueron comparadas en relación a varias propiedades. Por un lado se analizó su composición 

proteica mediante SDS-PAGE y tinción con Coomasie blue (figura 12A). Por otro lado se analizaron 

sus cinéticas de polimerización-depolimerización mediante turbidimetría (figura 12B). Finalmente 

se compararon los niveles de tubulina tirosinada, tubulina-Glu (detirosinada) y tubulina-A2 



mediante Western blot (figura 12C). No se observó ninguna diferencia entre ambas preparaciones 

en ninguno de los aspectos evaluados. 
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Figura 12:  Comparación de preparaciones de tubulina enriquecidas o empobrecidas 

M isotipo acetilado 

Se prepararon dos SN7, uno enriquecido (-Ac) y otro empobrecido (+Ac) en tubulina acetilada. 

Se compararon ambas preparaciones mediante (A) SDS-PAGE teñido con Coomasie blue (B) 

Western blot revelado contra tubulina tirosinada (Tyr), tubulina Glu (Glu) y tubulina £2 (A 2), 

como control de carga en el panel inferior se muestra el contenido de cc-tubulina (C) Ensayo de 

turbidimetría: se indujo la polimerización a 37 oc y luego de llegar a plateau (20 minutos) se 

bajó la temperatura a 10 °c para inducir la depolimerización de los microtúbulos. Todo el 

proceso fue monitoreado midiendo la absorbancia a 350 nm. Se muestra un experimento 

representativo. (n=2). 

Actividad deacetilasa a lo largo del ciclado de tubulina 

Considerando que HDAC6 puede unirse a microtúbulos in vivo (Asthana et al., 2013; 

Haggarty et al., 2003; Hubbert et al., 2002; Matsuyama et al., 2002; Zhang et al., 2003), y que se 

ha reportado que en preparaciones de tubulina purificada por ciclados la HDAC6 se encuentra en 

la fracción de MAPs (Haggarty et al., 2003) se decidió examinar si en nuestras condiciones 

experimentales la actividad deacetilasa co-ciclaba junto con la tubulina durante el proceso de 

purificación. Para poder evaluar si hay actividad deacetilasa es necesario tener tubulina acetilada, 

lo cual no es posible si no se agrega un inhibidor de la HDAC6. Pero de nuevo, si se agrega el 

inhibidor para enriquecer la tubulina en el isotipo acetilado, no se podría observar la actividad 

deacetilasa. Para superar este inconveniente lo que se hizo fue purificar tubulina usando TSA pero 
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al peliet del ciclo precedente al SN al cual se le iba a hacer la medición de actividad se lo 

resuspendió en buffer sin TSA. Por ejemplo, si se iba a medir la actividad en el SN5, se resuspendió 

el P2  en buffer sin TSA. SN5  o SN7  obtenido de esta manera poseen niveles aceptables de tubulina 

acetilada a la vez que contienen muy poco o nada de TSA. Se mezclaron alícuotas de SN5  o SN7  con 

un volumen de buffer o de SN1  preparado en ausencia de TSA (como control positivo de sustrato). 

Como se observa en la figura 13 cuando se incubó el SN5  a 37 °C (SN5+buffer) los niveles de 

tubulina acetilada disminuyeron con el tiempo, por lo que se concluye que hay actividad 

deacetilasa en el SN5. Por otro lado, al incubar el SN7  (SN7+buffer) a 37 °C el nivel de tubulina 

acetilada se mantuvo constante sugiriendo que ya no había actividad deacetilasa en esta 

preparación. Esta falta de deacetilación no fue debido a la presencia de inhibidor en el SN7  o a que 

la tubulina de ese sobrenadante no era apta como sustrato ya que al incubarlo en presencia de 

SN1  (SN7+SN1) los niveles de tubulina aietilada disminuyeron rápidamente. Por lo tanto, en SN7  

(bajo las condiciones evaluadas) no hay actividad deacetilasa. De esta manera el SN7 puede ser 

utilizado como sustrato en ensayos para medir actividad deacetilasa de tubulina. 

A 	 B 
tiempo (mm) 

Figura 13: Actividad deacetilasa a lo largo del ciclado de tubulina 

(A) Para evaluar la actividad deacetilasa de SN5  y SN7  se realizaron preparaciones de esos 

sobrenadantes que contuvieran tubulina acetilada pero no tuvieran TSA (ver materiales y 

métodos). A esas preparaciones se les agregó un volumen de buffer y se las incubó a 37 °C. A los 

tiempos indicados se tomaron muestras y se analizó su contenido de tubulina acetilada por 

Western blot. Para controlar que la tubulina presente en esas preparaciones fuera sustrato 

adecuado para la HDAC6 se sustituyó el volumen de buffer por uno de SN1  preparado en 

ausencia de TSA, el cual es fuente de enzima pero no de tubulina acetilada (B) Se cuantificaron 

las bandas de (A) y se graficó el porcentaje remanente de tubulina acetilada en función del 

tiempo (el 100% es la muestra a tiempo 0). 

En resumen, agregar TSA a los buffers utilizados para la purificación de tubulina por 

ciclos de polimerización/depolimerización permite obtener, de manera sencilla y a gran escala, 

preparaciones de tubulina purificada con un 64% de tubulina acetilada. Por otro lado, mediante el 



método tradicional de ciclado (sin TSA) se obtiene una preparación de tubulina con un 0,2% del 

isotipo acetilado (300 veces menos tubulina acetilada que la otra preparación). Ambas 

preparaciones son análogas en cuanto al estado de tirosinación de la tubulina, la modificación 

postraduccional de tubulina que más a menudo sucede en paralelo con la acetilación. De esta 

manera se pueden disponer de dos preparaciones de tubulina purificada, enriquecida o depletada 

M isotipo acetilado, óptimas para realizar estudios bioquímicos relacionados al estudio del rol de 

la acetilación de tubulina. 



CAPÍTULO II 

DESARROLLO DE UN MÉTODO DE CUANTIFICACIÓN DE TUBULINA 

ACETI LADA 

Una manera de cuantificar el porcentaje de tubulina acetilada de una muestra (respecto 

de tubulina total) es mediante la comparación de la cantidad de tubulina acetilada de esa muestra 

con la de una muestra en la cual el 100% de la tubulina se encuentra acetilada (estándar de 

tubulina acetilada). Para obtener dicho estándar se puede realizar una inmunopurificación de 

tubulina acetilada, sin embargo esto requiere la disponibilidad de mucho tiempo y dinero y por 

ende resulta poco práctico. Una alternativa a la inmunopurificación es la de acetilar 

químicamente una alícuota de la muestra a analizar, de manera que todas las moléculas de 

tubulina de esa muestra se encuentren acetiladas. A continuación se describe un método de 

cuantificación del porcentaje de tubulina acetilada de una muestra (respecto de tubulina total) 

basada en la comparación de la misma con un estándar de tubulina 100% acetilada generado 

mediante acetilación química. 

Acetilación química de tubulina utilizando anhídrido acético 

El anhídrido acético es un compuesto hidrosoluble que reacciona con aminas (y 

nucleófilos en general) formando ácido acético y la amina correspondiente acetilada. La cinética 

de la reacción es muy rápida (en el orden de minutos) y la constante de equilibrio eselevada, de 

manera que la reacción está desplazada hacia la formación de productos. Esto lo convierte en un 

reactivo apto para acetilar masivamente los grupos E-NI 2  de las lisinas de proteínas, al menos 

aquellas que estén accesibles al solvente. Según el estudio cristalográfico de la tubulina (Nogales 

et al., 1999) la lisina 40 de la a-tubulina se encuentra expuesta al solvente, lo que la haría 

acetilable por incubación con anhídrido acético. En efecto, si un SN1  preparado en ausencia de 

TSA (contiene muy poca tubulina acetilada) es incubado con anhídrido acético se observa un gran 

aumento de la cantidad de tubulina acetilada en su Lys40  (Fig. 14). Nótese la disminución en la 

movilidad electroforética de la muestra acetilada químicamente. Esto puede ser causado por el 

aumento de masa molecular de la tubulina tras una acetilación masiva de lisinas y tirosinas 

(Means y Feeney, 1990) ya que hay 19 lisinas y 19 tirosinas en la molécula de a-tubulina, y/o a 

una disminución de la afinidad de la molécula de tubulina por el SDS debido al cambio de carga 

neta de la molécula de tubulina. 

SN1  

+ 

Tub-Ac 

Figura 14: Acetilación química de SN1  con anhídrido acético 

Un SN1 preparado en ausencia de TSA fue acetilado químicamente usando anhídrido acético 

como descripto en materiales y métodos. Se tomó una muestra antes (-) y otra después de la 

acetilación química (+) y se analizaron por Western blot con el anticuerpo 6-1113-1 anti tubulina 

acetilada. Nótese la disminución de la movilidad electroforética de la muestra acetilada 

químicamente (flecha) respecto de la no acetilada (cabeza de flecha). 



Método de cuantificación de tubulina acetilada 

El método de cuantificación desarrollado se basa en la capacidad del anhídrido acético 

de acetilar el grupo c-NH2  de la Ly54°  de la ct-tubulina y se resume a continuación: se toma una 

alícuota de la muestra problema y se la acetila químicamente con anhídrido acético (Ac-Qca) (ver 

detalles en Materiales y Métodos). A otra alícuota se la procesa en paralelo pero se reemplaza el 

anhídrido por agua (NoAc-Qca). Luego se analiza el contenido de tubulina acetilada en volúmenes 

iguales de ambas muestras mediante Western blot. Se determina la densidad óptica (DO) de las 

bandas y se hace la siguiente relación matemática que nos da por resultado el porcentaje de 

tubulina que se encuentra acetilada en la Lys40  (% Tub-Ac): 

% Tub-Ac = 
DO 
	 x 100 

DO 
Ac-Qca 

Ecuación 1 

El modelo asume lo siguiente: (1) el 100% de las moléculas de ct-tubulina son acetiladas 

en sus Lys40  mediante el tratamiento con anhídrido acético (2) la cantidad de tubulina total es la 

misma para ambas alícuotas, (3) la acetilación química, la cual es inespecífica y masiva, no afecta 

el reconocimiento y la especificidad del anticuerpo 6-1113-1 por su epítope, y  (4) hay una relación 

directamente proporcional entre cantidad de tubulina acetilada de una muestra y su DO. 

A continuación se evalúa la veracidad de dichos supuestos. Hay que adelantar que 

algunas de estas premisas no pudieron ser probadas individualmente, pero en una instancia final 

se evaluó al método en su conjunto y se demostró ta validez del mismo, validando indirectamente 

las premisas. 

Condición de máxima acetilación 

La acetilación química de un SN1  de cerebro de rata (preparado en ausencia de TSA) 

resultó en un gran aumento del contenido de tubulina acetilada según se evaluó por Western blot 

(Fig. 14). Para confirmar que con una sola reacción de acetilación es suficiente para acetilar el 

máximo de moléculas de tubulina se realizaron 3 acetilaciones consecutivas sobre una misma 

muestra de un SN1  preparado en ausencia de TSA. Se tomaron muestras luego de cada 

acetilación y se determinaron los niveles de tubulina acetilada de cada una de ellas por Western 

blot. Como se observa en la figura 15, todas las muestras tienen el mismo nivel de tubulina 

acetilada, sin importar cuántas veces consecutivas fueron acetiladas químicamente. Esto indica 

que una sola reacción de acetilación bajo las condiciones descriptas es suficiente para acetilar el 

máximo de moléculas de tubulina en sus Lys40. Si bien esto no demuestra estrictamente que el 

100% de las moléculas de tubulina se acetilan en sus Lys40  es coherente con esa proposición. 

Cantidad de tubulina total en muestras acetiladas o no químicamente 

Se comparó la cantidad de tubulina total de un SN3  antes y después de acetilarlo 

químicamente, mediante 3 métodos: SDS-PAGE teñido con Coomasie blue, SDS-PAGE teñido con 

nitrato de plata y Western blot revelado con un anticuerpo anti a-tubulina (DM1A, Fig. 16). Tanto 

en el gel teñido con Coomasie blue como en el Western blot, se observa que la banda de tubulina 

es menor en la muestra que fue acetilada químicamente. Sin embargo, cuando las mismas 
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muestras se analizan en un SDS-PAGE teñido con nitrato de plata se observa lo contrario. Esta 

diferencia puede ser explicada como el resultado de artificios de cada una de las técnicas 

utilizadas. Por un lado, la isoespecie del colorante Coomasie blue que se une a proteínas tiene 

carga neta negativa (Chial et al., 1993). Esto hace que se una a las proteínas, en parte, mediante la 

interacción iónica con aminoácidos básicos (como la lisina) que se encuentran cargados 

positivamente (Georgiou et al., 2008). Al acetilar las lisinas, se les quita la carga y por ende es de 

esperar que éstas ya no interaccionen tan favorablemente con el colorante. En cuanto a lo 

observado con anticuerpo anti a-tubulina, su epítope (formado por 5 aminoácidos) contiene una 

lisina (Lys430) (Breitling y Little, 1986). Es de esperar entonces que al acetilar químicamente la 

tubulina se acetile también la Lys430  y con ello disminuya la reactividad del anticuerpo. Por último, 

el proceso de tinción de proteínas en un gel de poliacrilamida usando nitrato de plata es más 

efectivo mientras más ácidas son las proteínas (Chevallet et al., 2006). Al acetilar químicamente la 

tubulina se están neutralizando muchos residuos básicos, disminuyendo el pKa de la proteína y 

haciéndola mejor sustrato para la tinción con nitrato de plata. 

Figura 15: Acetilación química consecutiva de 

SN1  

(A) Un SN1  preparado en ausencia de TSA fue 

acetílado químicamente con anhídrido acético por 

3 veces consecutivas. Se tomaron muestras luego 

de cada reacción (lx, 2X y 3X) y comparó su 

contenido de tubulina acetilada sembrando 4 

cantidades diferentes de muestra en un Western 

blot que se reveló con el anticuerpo 641B-1. (B) 

Se cuantificó la densidad óptica (Unidades 

Arbitrarias, UA) de las bandas de (A) de 3 

experimentos independientes y se graficaron los 

valores medios (± D.E.) en función de los 

nanogramos de proteína sembrados y del número 

de veces que fue acetilada la muestra. 
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En conclusión, no se puede determinar mediante los métodos utilizados si cambia el 

nivel de tubulina total tras la acetilación química. Sin embargo, tampoco encontramos razón para 

pensar que esto pueda estar sucediendo. Además, como se mencionó previamente, el método 

fue evaluado en su conjunto con un desempeño satisfactorio, lo que eventualmente demuestra 

de manera indirecta esta presunción. 
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Figura 16: Cantidad de tubulina tras acetilación 

química 

SN3  preparado sin TSA fue incubado sin (-) o con (+) 

anhídrido acético y luego se analizaron ambas muestras 

(idéntico volumen) por SDS-PAGE teñido con Coomasie Blue 

(Coomasie), nitrato de plata (plata) o analizado por Western 

blot revelado con el anticuerpo nionoclonal anti ci-tubulina 

DM1A (Western-DM1A). 
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Afinidad y especificidad del anticuerpo 6-1113-1 por Ly540  acetilada en muestras acetiladas 

químicamente 

Dado que la acetilación química es masiva (todas las usinas expuestas al solvente son 

acetiladas), se consideró la posibilidad de que la reacción generase nuevos epítopes para el 

anticuerpo (afectando su especificidad) o que cambiase su afinidad por la Lys40  debido a un 

cambio en el entorno de la misma (tal como sucede para el anticuerpo anti a-tubulina). Para 

determinar esto se realizaron dos experimentos. El primero con la intención de estimar cuál es la 

probabilidad de generar nuevos epítopes en una proteína por acetilación de lisinas al azar y el 

segundo para evaluar de forma directa el efecto de la acetilación química sobre el reconocimiento 

M anticuerpo por su epítope. 
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Figura 17: Acetilación química de SN1  y de tubulina acetilada inmunopurificada 

(A) Un SN1  preparado en ausencia de TSA fue acetilado químicamente con anhídrido acético y se 

analizó por SDS-PAGE teñido con Coomasie blue (imagen superior) o por Western blot revelado 

con el anticuerpo 6-11-1 (imagen inferior). Con las flechas se marca la parte superior del gel 

(origen) y con una cabeza de flecha se marca la banda correspondiente a tubulina (B) Se 

inmunopurificó tubulina acetilada, utilizando el anticuerpo 6-1113-1 y un SN5  enriquecido en 

tubulina acetilada como substrato, y se la procesó con (+) o sin (-) anhídrido acético de manera 

de acetilarla químicamente o no respectivamente. Ambas muestras se analizaron por Western 

blot revelado con 6-1113-1. 



Para el primer objetivo se acetiló una mezcla compleja de proteínas (SN1), en la cual la 

tubulina corresponde máximo a un 16% de las proteínas totales (Fig. 17A), y se analizó mediante 

Western blot la presencia de proteínas (diferentes de tubulina) reactivas al anticuerpo 6-1113-1. 

Como se observa en la figura 17 el 94% de la señal del Western blot se corresponde con la banda 

principal de tubulina mientras que el restante 6% podría ser atribuible a otra/s proteína/s, sin 

poder descartar que también se trate de tubulina. Esto demuestra que la probabilidad de generar 

nuevos epítopes para el anticuerpo 6-1113-1 por acetilación de lisinas al azar es muy baja. 

Por otro lado, se acetiló químicamente una muestra de tubulina que ya estaba acetilada 

naturalmente en el 100% de sus Lys40 (2) 
 y se analizó junto con la muestra original mediante 

Western blot utilizando el anticuerpo 6-1113-1. La cantidad de tubulina acetilada detectada es la 

misma en ambas muestras, lo que indica que no se generaron nuevos epítopes para el anticuerpo 

y que tampoco disminuyó su afinidad por la Lys40  acetilada. En conclusión, la acetilación química 

de tubulina no afecta ni la especificidad ni la afinidad del anticuerpo 6-1113-1 por la Lys40  acetilada 

de a—tubulina. 

Proporcionalidad entre cantidad de tubulina acetilada y densidad óptica en Western 

blot 

Para poder correlacionar la densidad óptica (DO) de una banda con la cantidad de 

proteína que esta representa de manera directa, tal como se plantea en la ecuación 1, es preciso 

que haya una relación directamente proporcional entre ambas variables. Una relación 

directamente proporcional está descripta por la función Y = Cte x X y gráficamente describe una 

línea recta que pasa por el valor (0,0). En términos prácticos esto significa que si hay el doble de 

proteína tiene que haber el doble de DO. No todos los anticuerpos se comportan de manera que 

satisfacen este criterio y, aquellos que lo hacen lo hacen sólo hasta una cantidad dada de 

proteína, ya que es un sistema saturable y eventualmente la DO llega a un plateau. 

Para el caso del anticuerpo 6-1113-1 hay una relación directamente proporcional entre 

DO y cantidad de tubulina acetilada hasta aproximadamente 0.8 ig de proteínas de SN3  (Figura 

18), lo que serían aproximadamente 440 ng de tubulina acetilada (en un SN3  la tubulina 

representa aproximadamente el 55% de las proteínas totales). Cuando este método es utilizado 

con muestras de cantidad desconocida de tubulina acetilada se recomienda sembrar diferentes 

cantidades de muestra para poder corroborar que se está trabajando dentro del rango de 

proporcionalidad directa. 

2 
 estándar de tubulina 100% acetilada preparada por inmunprecipitación usando el anticuerpo 6-11B-1 y 

un SN5  enriquecido en tubulina acetilada como sustrato, ver materiales y métodos. 
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Figura 18:  DO vs cantidad de proteína para el anticuerpo 6-1113-1 

(A) Mediante Western blot revelado con el anticuerpo 6-1113-1, se analizaron distintas 

cantidades de proteína de un SN3  acetilado. Se grafica la media ± desviación estándar de la DO 

de las bandas expresada en unidades arbitrarias (UA) en función de los microgramos de 

proteína sembrados en el gel (n=3). En esta preparación la tubulina representa 

aproximadamente el 55% de las proteínas totales (resultados no mostrados). 

Validación experimental del método 

Se prepararon 3 muestras con diferentes porcentajes de tubulina acetilada (7,5%; 27,5% 

y 60%). Con este propósito, se utilizaron un SN3  enriquecido y un SN3  empobrecido en tubulina 

acetilada, bajo la presunción de que poseen un 64% y  un 0,2% de tubulina acetilada 

respectivamente (Fig. 11). Luego utilizando el método desarrollado, se midió el porcentaje de 

tubulina que se encuentra acetilada en cada una de ellas, y se compararon los valores medidos 

con los valores esperados. Como se observa en la figura 19 en ninguna de las 3 muestras se 

observa una diferencia significativa entre el valor medido y el teórico. Si bien pareciera haber una 

tendencia a cuantificar por defecto (los valores medidos siempre fueron menores a los teóricos) el 

error absoluto siempre fue menor al 7% y  en términos generales la performance del método fue 

muy satisfactoria. Se concluye entonces que el método es válido para medir el porcentaje de 

tubulina acetilada (con respecto a la tubulina total) en una muestra. 
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Figura 19:  Cuantificación del porcentaje de tubulina acetilada y su comparación con 

valores teóricos. 

Combinando SN3  enriquecido y SN3  empobrecido en tubulina acetilada en diferentes 

proporciones se prepararon 3 muestras conteniendo, teóricamente, 60%, 27,5% y  7,5% de 

tubulina acetilada (el SN3  enriquecido tiene un 64% de tubulina acetilada y el empobrecido 

0.2%). Luego se midió el porcentaje de tubulina acetilada en cada una de ellas usando el método 

aquí desarrollado. Para los valores medidos se muestra la media de 3 experimentos con su 

desviación estándar. 

Efecto de detergentes sobre la acetilación química 

Frecuentemente, para obtener la muestra a la que se le quiere medir el contenido de 

tubulina acetilada es necesario utilizar buffers que contengan detergentes, tales como 

Tritón x-100 o SDS. Por ejemplo en el caso de líneas celulares en cultivo. Para poder utilizar este 

método en dichos casos es condición necesaria que la presencia de esos detergentes no afecte la 

reacción de acetilación química de las lisinas. Para evaluar esto se preparó un SN1  empobrecido 

en tubulina acetilada, se le agregó SDS o Tritón X-100 en diferentes concentraciones (1 y  3 % 

concentración final) y se lo acetiló químicamente. Luego se evaluó su contenido de tubulina 

acetilada mediante Western blot. Como se observa en la figura 20, antes de la acetilación química 

(input) el SN1  no contenía niveles detectables de tubulina acetilada y luego de la acetilación 

química todas las muestras poseían iguales cantidades de tubulina acetilada, indicando que la 

presencia de esos detergentes a concentraciones tan altas como 3% no afecta la reacción de 

acetilación química de las lisinas. 

7,5 
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Figura 20: Efecto de detergentes sobre la acetilación química de tubulina 

Se preparó un SN1  empobrecido en tubulina acetilada (input) y se acetiló químicamente 

(+Anhídrido acético) en presencia de 0%, 1% o 3% de Triton X-100 o de SDS. Se analizó el 

contenido de tubulina acetilada de las muestras por Western blot. Se muestra un experimento 

representativo. 

Cuantificación de tubulina acetilada en cultivos celulares 

Utilizando el método de cuantificación aquí desarrollado, se cuantificó el porcentaje de 

tubulina acetilada de varias líneas celulares tratadas o no con TSA (Fig. 21) o taxol (Fig. 22) (dos 

drogas que aumentan el nivel de tubulina acetilada de las células). En paralelo se observaron 

microtúbulos acetilados mediante inmunofluorescencia a fin de evaluar cómo se correlaciona la 

información que proveen ambas técnicas. El nivel de tubulina acetilada basal de las células CHO, 

COS y CAD es menor al 10% y  al tratarlas con TSA aumenta significativamente (Fig. 21A). Por otro 

lado, el tratamiento de las células CHO y COS con taxol (Fig. 22) produce un aumento de tubulina 

acetilada mucho más leve, alrededor de dos veces el valor basal. Tanto en el experimento con TSA 

como Taxol, las imágenes de inmunofluorescencia se corresponden en líneas generales con los 

datos obtenidos por el método de cuantificación. 
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Figura 21: Cuantificación de tubulina acetilada y análisis por inmunofluoresencia de 

líneas celulares tratadas con TSA. 

(A) Células CHO, COS y CAD crecidas en cultivo fueron tratadas con (+TSA) o sin (-TSA) TSA 5 PM 

por 6 horas y luego se midió su contenido de tubulina acetilada por el método de acetilación 

química como descripto en Materiales y Métodos. (B) Las mismas líneas celulares de (A) fueron 

crecidas sobre un cubreobjetos y procesadas de la misma manera (-i-TSA, -TSA; 6 h). 

Posteriormente se visualizaron los microtúbulos acetilados (6-11B-1) por inmunofluorescencia. 

Barra de escala = 20 hm. 
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Figura 22: Cuantificación de tubulina acetilada y análisis por inmunofluorescencia de 

líneas celulares tratadas con taxol. 

(A) Células CHO y COS crecidas en cultivo fueron tratadas con taxol 5 iM por 0, 2 y  6 horas y 

luego se midió su contenido de tubulina acetilada por el método de acetilación química como 

descripto en materiales y métodos. (B) Las mismas líneas celulares de (A) fueron crecidas en 

paralelo sobre un cubreobjetos y procesadas de la misma manera (taxol 5 iM por 0, 2 y 6 h). 

Posteriormente se visualizaron los microtúbulos acetilados (6-11B-1) por inmunofluorescencia. 

Barra de escala = 20 lim. 

En resumen, se desarrolló un método que permite, de manera rápida y de bajo costo, 

cuantificar el porcentaje de tubulina que se encuentra acetilada en una muestra. Este método es 

aplicable tanto a muestras de tubulina purificada como a cultivos celulares ya que no es afectado 

por la presencia de detergentes como el tritón X-100 o el SDS. 



CAPÍTULO III 

CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DEL COMPLEJO TUBULINA 

ACETILADA-PMCA 

Conocer la bioquímica de un complejo proteico es un primer paso hacia un 

entendimiento acabado de esa interacción y cómo la misma afecta la fisiología celular. En este 

capítulo se aborda un estudio bioquímico sobre el complejo tubulina acetilada-PMCA con el fin de 

sentar una base sobre la cual se puedan basar futuros estudios referidos al rol fisiológico de la 

acetilación de tubulina. 

Interacción de PMCA con microtúbulos in vitro 

PMCA puede asociarse con tubulina dimérica (Monesterolo et al., 2008), sin embargo, es 

incierto si esta asociación es posible cuando la tubulina está formando parte de un microtúbulo. 

Para determinar si la PMCA puede interaccionar con microtúbulos in vitro se mezclaron 

membranas disueltas en detergente (fuente de PMCA, ver Materiales y Métodos) con SN3  

preparado en presencia de TSA y luego se incubó la mezcla a 37 °C en presencia de taxol (agente 

estabilizante de microtúbulos) para inducir la polimerización de los microtúbulos. Se centrifugó 

para separar los microtúbulos y todas las proteínas asociadas a ellos (precipitado) de la tubulina 

dimérica (sobrenadante) y se analizó el contenido de PMCA y tubulina acetilada en ambas 

fracciones mediante Western blot. Alrededor de un 65% de la PMCA se encuentra en la fracción 

precipitada (Fig. 23). Esta precipitación es debida, en parte, a la asociación de la PMCA con 

microtúbulos ya que si se omite fa tubulina (y por ende los microtúbulos), o si se agrega calcio y 

calmodulina (condición en la cual el complejo se disocia parcialmente) sólo precipita un 30 o un 

35% de la PMCA, respectivamente. Este porcentaje basa¡ de PMCA que precipita (en ausencia de 

tubulina) probablemente sea debido a una agregación inespecífica de proteínas de membrana por 

la incubación a 37 °C, ya que si la muestra se mantiene en frío durante todo el proceso el 100% de 

la PMCA se mantiene en el sobrenadante (resultado no mostrado). Estos resultados indican que la 

PMCA puede asociarse a microtúbulos in vitro. 

Participación de MAPs en la asociación PMCA-microtúbulos in vitro 

Dado que las MAPs clásicas se asocian a la pared externa del microtúbulo y son 

relativamente abundantes en preparaciones de tubulina de un ciclo (muy similar a tubulina de 3 

ciclos, Fig. 12A) se planteó la hipótesis de que las MAPs podrían estar participando como 

intermediarias en la formación del complejo tubulina acetilada-PMCA. Para aclarar este punto se 

hizo otro experimento de co precipitación, similar al anterior, pero utilizando una preparación de 

tubulina carente de MAPs. Al igual que en el experimento anterior el porcentaje de PMCA que 

precipita en presencia de microtúbulos es mucho mayor que en su ausencia (77% vs 45%), 

indicando que efectivamente la PMCA se está asociando a los microtúbulos (Fig. 24). Se concluye 

entonces que la asociación de la PMCA a los microtúbulos no está mediada por las MAPs clásicas. 
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Figura 23: Coprecipitación de PMCA con microtúbulos in vitro 

(A) Una preparación de membranas disueltas en tritón X-100 (Memb) se mezcló en frío con SN3  

enriquecido en el isotipo acetilado (Tub-Ac), o con Tub-Ac adicionado con calcio 5 mM y 

calmodulina 400 nM (Tub-AC+Ca+Calm) o sólo con el buffer de la preparación de tubulina (buffer) e 

incubadas a 37 °C. Luego se centrifugó la mezcla y se analizó por Western blot el contenido de 

PMCA y tubulina acetilada en precipitado (P) y en sobrenadante (SN). (B) Se cuantificaron las 

bandas de PMCA en (A) y se calculó el porcentaje de PMCA en precipitado respecto del total cte 

PMCA (sobrenadante más precipitado). Se muestra el promedio ± D.E. de 3 experimentos 

independientes. Las muestras marcadas con () tienen un valor significativamente diferente de 

aquellas que no están marcadas por test-t, p<0.05. 

Asociación de PMCA a microtúbulos en función del dinamismo de los mismos 

Está descripto para la Na7K-ATPasa  (otra P-ATPasa que une tubulina acetilada) que el 

proceso de asociación con microtúbulos (in vitro) sólo sucede si los microtúbulos son dinámicos. 

Una vez que se formó unión entre ambas moléculas la misma se mantiene aunque los 

microtúbulos se estabilicen (Zampar et al., 2009). Conociendo los paralelismos entre esta P-

ATPasa y la PMCA se planteó la pregunta de si lo mismo podría suceder con la PMCA. Para 

abordar esta pregunta se realizaron experimentos de coprecipitación de PMCA con microtúbulos 

preensamblados y estabilizados: se mezclaron membranas disueltas en detergente con una 

preparación de microtúbulos estabilizados, los cuales se formaron previamente por la incubación 

de un SN3  enriquecido en tubulina acetilada a 37 °C por media hora en presencia de taxol. Como 
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control positivo se mezcló la preparación de membrana disuelta en detergente con tubulina 

dimérica en frío y luego se incubó a 37 oc para fomentar la formación de microtúbulos (tal como 

en los experimentos descriptos anteriormente), como se puede observar en la figura 25 tanto en 

el control positivo como en la muestra problema la PMCA coprecipita con los microtúbulos (más 

M 66% de PMCA en precipitado contra 20% cuando no hay tubulina). A su vez se corrobora que 

los microtúbulos no continúan polimerizando luego de media hora de incubación a 37 °c en 

presencia de taxol, ya que la cantidad de tubulina (total y acetilada) en el precipitado es la misma 

luego de media o una hora a 37 °c. Se puede concluir entonces que, a diferencia de la Na7K -

ATPasa, no es necesario que los microtúbulos sean dinámicos para que la PMCA se asocie a los 

mismos. 
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Figura 24: Coprecipitación de PMCA con microtúbulos sin MAPs 

(A) Se mezcló una preparación de membranas disueltas en detergente (Memb) con tubulina 

enriquecida en el isotipo acetilado purificada por columna de fosfocelulosa (Tub-Ac) o sólo con 

el buffer de la preparación de tubulina (buffer) e incubadas a 37 °C. Se centrifugó la mezcla y se 

analizó por Western blot el contenido de PMCA y tubulina acetilada en precipitado (P) y en 

sobrenadante (SN). (B) Se cuantificaron las bandas de PMCA en (A) y se calculó el porcentaje de 

PMCA en precipitado respecto del total de PMCA (sobrenadante más precipitado). Se muestra el 

promedio ± D.E. de 3 experimentos independientes. Las muestras marcadas con (*) tienen un 

valor significativamente diferente de aquellas que no están marcadas por test-t, p<0.05. 
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Figura 25: coprecipitación de PMCA con microtúbulos preensamblados y estabilizados 

(A) Esquema del experimento: se incubó una preparación membranas disueltas en detergente 

con microtúbulos preensamblados (Microtúbulos), o con tubulina soluble (Tubulina) o con el 

buffer de la preparación de tubulina (Buffer), por media hora a 37 °C. Luego se centrifugaron 

todas las muestras (para más detalles referirse a materiales y métodos) y (B) se analizó por 

Western biot el contenido de PMCA, a-tubulina (a-Tub) y tubulina acetilada (Tub-Ac) en 

precipitado (P) y en sobrenadante (SN). (C) Cuantificación del porcentaje de PMCA en 

precipitado respecto del total de PMCA (sobrenadante más precipitado). Se muestra el 

promedio ± D.E. de 2 experimentos independientes. Las muestras marcadas con (*) tienen un 

valor significativamente diferente de aquellas que no están marcadas por test-t, p<0.05. 

En resumen, se demostró que la PMCA puede interaccionar con microtúbulos y que esta 

interacción es independiente tanto de la presencia de MAP5 como del dinamismo de los 

microtúbulos. 



DISCUSIÓN 



La acetilación de tubulina fue descripta hace casi 30 años (L'Hernault y Rosenbaum, 

1985) y hay un volumen importante de trabajos publicados al respecto. Sin embargo, el o los roles 

fisiológicos de la acetilación de tubulina continúan siendo un tema de disenso y misterio. Las 

limitaciones de las técnicas utilizadas en dichos trabajos explican parcialmente esta situación y 

constituyen la base sobre la cual se planteó el objetivo general de este trabajo de Tesis: 

desarrollar herramientas y conocimientos que permitieran avanzar en el conocimiento del rol 

fisiológico de la acetilación de tubulina. Por ello la discusión está organizada de la siguiente 

manera: en primer lugar se expone un análisis de las principales técnicas utilizadas en el estudio 

de tubulina acetilada y sus limitaciones. Luego se realiza una evaluación en términos generales de 

la contribución de este trabajo de Tesis. Posteriormente se analizan resultados no relacionados 

directamente con los objetivos planteados en este trabajo y por último se hacen reflexiones y 

especulaciones relacionadas al rol fisiológico de la acetilación de tubulina. 

LIMITACIONES DE LAS TÉCNICAS UTILIZADAS PARA EL ESTUDIO DE TUBULINA ACETILADA 

La mayoría de los trabajos en donde se infiere alguna función para la acetilación de 

tubulina se basan exclusivamente en experimentos con células en cultivo en donde aislar 

variables concernientes a la acetilación de tubulina es particularmente complicado (ver más 

adelante). Una menor proporción de trabajos también se apoyan en experimentos bioquímicos 

comparativos pero carecen de preparaciones de tubulina que sólo difieran en su grado de 

acetilación (o al menos no comprobaron que así fuera). Los únicos trabajos en donde se realizan 

experimentos bioquímicos ideales, es decir con preparaciones de tubulina que sólo difieren en el 

grado de acetilación (Howes et al., 2014; Soppina et al., 2012; Walter et al., 2012), no encuentran 

diferencias entre ambos isotipos en ninguno de los parámetros evaluados. 

Respecto de los trabajos con cultivos celulares, algunos de ellos evalúan y correlacionan 

cambios en el estado de acetilación de la célula con algún cambio en el fenotipo celular (por 

ejemplo grado de diferenciación de la célula), pero no corroboran que el resto de las 

modificaciones postraducción de tubulina no varíen en paralelo con la acetilación. Extraer 

conclusiones en estas condiciones es particularmente arriesgado dado que, en general (en 

células), la poliglutami¡ación y particularmente la deti ros¡ nació n/tirosinación varían en paralelo 

con la acetilación (los microtúbulos al mismo tiempo que se acetilan se detirosinan). Por ende, 

pueden ser estas otras modificaciones postraducción de tubulina (o todas las modificaciones en 

su conjunto) las responsables del fenotipo celular y no la acetilación. 

Otra estrategia utilizada en experimentos con cultivos celulares es modificar la actividad 

de las enzimas involucradas en la acetilación de tubulina, principalmente HDAC6 y a-TAT1, ya sea 

por inhibidores químicos (en el caso de HDAC6) o por KO, silenciamiento o sobreexpresión de las 

mismas. Como se mencionó en la Introducción, estas enzimas tienen efectos sobre los 

microtúbulos que son independientes de la (de)acetilación de tubulina y además también 

modifican postrad ucciona¡mente otras proteínas (esto aplica particularmente para la HDAC6). Por 

ende, es probable que al utilizar esta estrategia se detecten cambios fenotípicos que no deberían 

ser atribuidos a la acetilación de tubulina. 

Una tercera estrategia que se utilizó en experimentos con células en cultivo es la de 

expresar en las células una mutante de ci-tubulina en la cual se remplazó la lisina 40 por un 

aminoácido que imita la lisina sin acetilar (mutación K40R) o la lisina acetilada (K40Q), pero que 



no pueden ser modificadas por las enzimas acetiltransferasas o deacetilasas respectivamente. Las 

limitaciones de esta estrategia radican en que estas mutantes nunca han sido extensivamente 

caracterizadas y es incierto hasta que punto la arginina o la glutamina pueden imitar una lisina o 

una lisina acetilada respectivamente. Es posible que las mutantes produzcan un fenotipo que no 

producirían ni la tubulina acetilada ni la no acetilada. Esto de hecho ha sido observado para dos 

proteínas diferentes cuando se sustituyó la lisina por glutamina, imitando a la lisina acetilada 

(Fujimoto et al., 2012; Lammers et al., 2010). 

Dadas las limitaciones mencionadas de los experimentos in vivo y en células en cultivo 

cuando éstos son realizados a fin de averiguar un rol fisiológico para la acetilación de tubulina, 

resulta de suma importancia que sean complementados con experimentos bioquímicos, los 

cuales permiten trabajar con elementos purificados minimizando el número de variables que 

intervienen. Sin embargo, la mayoría de los experimentos bioquímicos descriptos al día de la 

fecha tienen también sus propias limitaciones. Las técnicas utilizadas para conseguir 

preparaciones de tubulina acetilada y no acetilada se han basado principalmente en extracción de 

tubulina de células en cultivo tratadas o no con inhibidores de HDAC6 (o paninhibidores de 

histonas deacetilasas). En algunos trabajos, los autores realizan el ensayo bioquímico con los 

extractos celulares completos, y en otros purifican parcialmente la tubulina (o los microtúbulos). 

En ambos casos la objeción es similar a la de los trabajos con células en cultivo, es decir, la HDAC6 

deacetila y regula la actividad de muchas otras proteínas además de la tubulina, por lo que es de 

esperar que células tratadas con inhibidores de la HDAC6 posean alterados muchos factores 

además del grado de acetilación de tubulina, como ser el nivel de acetilación de otras proteínas y 

la identidad y la organización de las mismas, ya que la HDAC6 modula factores de transcripción y 

participa activamente en la eliminación de proteínas mal plegadas (ver Introducción). 

APORTE DE ESTE TRABAJO DE TESIS 

Método de purificación de tubulina enriquecida en el isotipo acetilado 

En vista de lo planteado, es evidente que es importante realizar estudios bioquímicos 

con preparaciones de tubulina pura que sólo difieran en el grado de acetilación para poder 

avanzar con seguridad en el conocimiento acerca del rol de la acetilación de tubulina. En este 

trabajo de Tesis se desarrolló y caracterizó un método de purificación de tubulina, el cual difiere 

del método tradicional (conocido y utilizado por la mayoría de los laboratorios que trabajan con 

tubulina) solamente en el agregado de TSA (inhibidor de HDAC6, una droga de costo medio y 

comercialmente disponible) y que permite obtener una preparación de tubulina pura (o con 

MAPs) con un 64% de tubulina acetilada (respecto de tubulina total) (Fig. 11). Por otro lado, bajo 

nuestras condiciones experimentales, la tubulina purificada en ausencia de TSA posee alrededor 

de un 0.2% de la tubulina acetilada, valor que es 300 veces menor que el de la preparación hecha 

en presencia e TSA. De modo que se pueden disponer de preparaciones de tubulina acetilada y 

no-acetilada para realizar estudios bioquímicos comparativos entre tubulina acetilada y no 

acetilada. Sumado a eso, es importante mencionar que ambas preparaciones son análogas en 

cuanto al estado de tirosinación de la tubulina, la modificación postraduccional de tubulina que 

más a menudo transcurre en paralelo con la acetilación (Fig. 12). Adicionalmente, la preparación 

de tubulina acetilada purificada contiene igual cantidad de las MAPs clásicas que la preparación 

de tubulina no-acetilada (Fig. 12), al menos bajo las limitaciones de la técnica utilizada para su 

comparación. 



A juzgar por las imágenes presentadas en trabajos de otros grupos de investigación 

(Haggarty et al., 2003; North et al., 2003; Reed et al., 2006; Wickstrbm et al., 2010), la purificación 

de tubulina por el método tradicional de ensamblamiento/desensamblamiento no siempre 

resulta en una preparación de tubulina con niveles tan bajos de tubulina acetilada como los 

observados en este trabajo de Tesis. Esto probablemente se deba a pequeñas diferencias en los 

protocolos como menores tiempo de incubación, utilización de cerebros procedentes de 

diferentes animales (rata, cerdo, vaca) o diferencias en los buffers utilizados que afecten la 

actividad de la HDAC6. En esos casos, conociendo que es la HDAC6 presente en esos extractos la 

que deacetila la tubulina en el proceso, se pueden manipular las condiciones de purificación para 

promover la deacetilación, como por ejemplo aumentando los tiempos de incubación, o 

cambiando alguna condición del buffer (uno o dos puntos de pH, etc.). 

De esta manera, el método de purificación de tubulina enriquecida en el isotipo 

acetilado desarrollado en este trabajo de tesis es una herramienta poderosa (y necesaria), que 

nos permite realizar experimentos bioquímicos comparativos entre tubulina acetilada y no 

acetilada que sirven a su vez para complementar los experimentos realizados con técnicas de 

biología celular y molecular. 

Método de cuantificación de tubulina acetilada 

En este trabajo de Tesis también se describe un método muy simple y de bajo costo para 

cuantificar el porcentaje de tubulina acetilada respecto a la tubulina total que hay en una 

determinada muestra. Una revisión bibliográfica no mostró la existencia de trabajo alguno donde 

se cuantifique el porcentaje de tubulina acetilada en la/s muestra/s en estudio. En algunos 

trabajos los autores comparan el nivel de tubulina acetilada de la muestra en cuestión con el de 

otras muestras (por ejemplo axonemas de Chlamydomonas) pero desconocen el porcentaje de la 

tubulina que se encuentra acetilada en esas muestras patrón y por ende el de su muestra 

problema también. Sin embargo, a pesar de que nadie lo ha hecho, la cuantificación del 

porcentaje de tubulina acetilada de una muestra es importante: por un lado, permite estandarizar 

(y por ende reproducir) experimentos. Por otro (y sobre todo), nos aporta un dato (el porcentaje 

de tubulina acetilada) que puede ser crucial en la interpretación de los resultados, por ejemplo en 

el potencial caso de que la acetilación de tubulina opere mediante un mecanismo molecular que 

implique un umbral o una relación no lineal entre el porcentaje de la tubulina que se encuentra 

acetilada y el efecto biológico que esta ejerce. Un ejemplo que ayuda a ilustrar este concepto es 

el siguiente: 

"supongamos que la acetilación de tubulina produce estabilización de los microtúbulos, pero sólo 

cuando más del 90% de las moléculas de tubulina se encuentran acetiladas. Un grupo de 

investigación trabaja con una línea celular en la cual el 50% de la tubulina se encuentra acetilada 

(los investigadores no poseen esta información) y observan que al tatar esas células con tubacina 

(inhibidor de la HDAC6) el porcentaje de tubulina acetilada se duplica (es decir llega al 10016, de 

nuevo, ellos no conocen este número) al mismo tiempo se estabilizan los microtúbulos, tras hacer 

los controles respectivos concluyen que la acetilación de tubulina infiere estabilidad a los 

microtúbulos. Otro grupo trabaja con otra línea celular similar pero en la cual sólo el 6% de a 

tubulina se encuentra acetilada. Ellos tratan esas líneas celulares con tubacina y observan que la 

tubulina acetilada aumenta 10 veces su valor inicial (respecto de tubulina total), en valores 

relativos mucho más de lo que observó el otro grupo (sin embargo el porcentaje de tubulina 



acetilada final es menor, 60% contra 100%). No observan ningún cambio en la estabilidad de los 

microtúbulos y por ende concluyen que la acetilación per se no modifica la estabilidad de los 

microtúbulos. O en el mejor de los casos, que alguna diferencia entre las líneas celulares utilizadas 

por ambos grupos (diferente a la acetilación de tubulina) es la responsable de dicha divergencia. 

Ambas conclusiones serían erradas en este hipotético caso y las diferencias en los resultados 

podrían ser explicadas de haberse cuantificado el porcentaje de la tubulina que estaba acetilado 

en ambos casos.' 

Aunque este ejemplo es hipotético parece una situación más que probable cuando se 

analizan los porcentajes reales de tubulina acetilada de líneas celulares antes y después del 

tratamiento con TSA o taxol (Fig. 21 y  22 respectivamente). Nótese que en el caso de las células 

CAD por ejemplo, tras 6 horas de incubación con TSA los microtúbulos acetilados se observan con 

claridad por inmunofluorescencia, y si se la analiza por Western blot, la tubulina acetilada 

aumentó su nivel unas 20 veces. Sin embargo, el porcentaje de tubulina que se encuentra 

acetilada en esa muestra no supera el 30%, lo cual puede considerarse un valor todavía bajo (en 

cerebro por ejemplo en promedio aproximadamente un 64% de la tubulina se encuentra 

acetilada, Fig. 11), remarcando la importancia de la cuantificación del porcentaje de la tubulina 

que se encuentra acetilada en una muestra. 

Caracterización bioquímica del complejo tubulina acetilada-PMCA 

Por último, en este trabajo de Tesis doctoral también se realizó un estudio sobre el 

complejo tubulina acetilada-PMCA. Conocer la bioquímica de un complejo proteico es un primer 

paso hacia un entendimiento acabado de esa interacción y cómo la misma afecta la fisiología 

celular. Puntualmente se determinó que los microtúbulos pueden interaccionar (in vitro) con la 

PMCA y que esa interacción es independiente de las MAPs, así como del dinamismo de los 

microtúbulos. Esto abre la posibilidad de que esta interacción suceda in vivo, y en tal caso, podría 

ocurrir una regulación cruzada entre microtúbulos y PMCA, interacción que potencialmente 

puede ser muy importante dada la amplia gama de funciones tanto de los microtúbulos como del 

calcio citosólico. 

OTROS RESULTADOS 

Siguiendo con el esquema de discusión planteado al comienzo de la misma, a 

continuación se hace un análisis de resultados no relacionados directamente con los objetivos 

planteados en este trabajo. 

Sustrato preferencial de HDAC6 

Bajo nuestro sistema experimental se observó que la HDAC6 deacetila 

preferencialmente dímeros de tubulina, no pudiendo detectarse actividad deacetilasa sobre 

microtúbulos (Fig. 7 y otros resultados no mostrados). En bibliografía los resultados respecto del 

sustrato preferencial de la HDAC6 (dímeros o microtúbulos) son diversos. Ensayos in vitro 

realizados por Zhao et al (2010) indican que los dímeros de tubulina son mejor sustrato para la 

HDAC6 que los microtúbulos (aunque ambos pueden ser deacetilados), North et al (2003) no 

encuentran una preferencia entre ambos sustratos y Hubbert et al (2002) describen que sólo los 

microtúbulos son sustrato para la HDAC6. En todos estos estudios se utilizó como fuente de 



enzima HDAC6 inmunopurif¡cada y como sustrato tubulina purificada. Por otro lado, en células en 

cultivo se determinó que la tubulina dimérica es muy buen sustrato para la HDAC6 (Matsuyama et 

al., 2002). Dado que las condiciones experimentales con las que diferentes grupos arribamos a 

estas conclusiones divergentes son muy similares, es difícil encontrar una razón hipotética por la 

cual los resultados son contradictorios. Por ende, hasta que se aclare esto, sería prudente hablar 

M sustrato de tubulina preferente para la HDAC6 en términos especulativos. 

Capacidad de polimerización y depolimerización en frío de tubulina acetilada y  no acetilada 

En este trabajo de tesis también se analizó la capacidad de polimerización y de 

depolimerización en frío de muestras purificadas de tubulina (con MAPs clásicas) enriquecidas y 

empobrecidas en el isotipo acetilado y no se encontraron diferencias entre ambas preparaciones 

(Fig. 12). Este resultado es similar al encontrado en otros dos trabajos en donde comparan 

preparaciones de tubulina pura con un alto o bajo contenido de tubulina acetilada y no 

encuentran diferencias en la capacidad de polimerización/depolimerización entre ambas 

preparaciones (Maruta et al., 1986; Soppina et al., 2012). En conjunto, estos resultados 

demuestran de que la acetilación per se, o a través de las MAPs clásicas, no influencia la 

capacidad de polimerización o depolimerización de la tubulina. 

Inhibición de HDAC6 mediada por Ca2  

Un dato novedoso y potencialmente muy importante descubierto en este trabajo de 

Tesis es que la actividad deacetilasa de HDAC6 sobre tubulina puede ser inhibida por iones Ca2 . 

Esta conclusión deriva del análisis conjunto de los siguientes resultados: en homogenato hay una 

alta actividad deacetilasa de tubulina que puede ser inhibida por calcio (Fig. 7), y  la enzima 

responsable de dicha actividad es la HDAC6 (Fig. 8). Si bien es incierto si este mecanismo de 

inhibición opera in vivo, ciertamente es algo a tener en cuenta cuando se piensa en los posibles 

roles de la acetilación y para futuros experimentos. 

ESPECULACIONES SOBRE EL ROL FISIOLÓGICO DE LA ACETILACIÓN DE TUBULINA 

Dado que el panorama sobre el rol fisiológico de la acetilación de tubulina es poco claro 

resulta tentador proponer modelos alternativos referidos tanto al rol que puede cumplir como a 

los mecanismos moleculares mediante los cuales podría operar. 

Se puede pensar que la acetilación de tubulina ejerce su efecto a través del microtúbulo 

(microtúbulos acetilados difieren funcionalmente de los no acetilados), a través del dímero (los 

microtúbulos acetilados o no acetilados son funcionalmente análogos, no así los dímeros) o 

ambos. Por cuestiones de análisis se los considerará por separado pero no hay que olvidar que los 

posibles mecanismos mencionados podrían actuar simultáneamente. 

Para el primer caso (que opere a través de los microtúbulos), como se mencionó 

previamente en base a experimentos in vitro, la acetilación de tubulina per se parece no tener un 

efecto sobre la cinética de polimerización/depolimerización y/o la estabilidad de los microtúbulos. 

Por ende, el efecto que pudiera ejercer la acetilación sobre los microtúbulos tendría que ser 

mediado por otra proteína diferente de la tubulina misma. La Lys40  de a-tubulina (acetilada o no) 

se encuentra orientada hacia el lumen del microtúbulo y según estudios de crio-

electromicroscopía (con resolución subnanométrica), el hecho de que un microtúbulo esté 



integrado principalmente con tubulina acetilada o con tubulina no acetilada no tiene 

consecuencias sobre la arquitectura del mismo (Howes et al., 2014). Esto descarta la posibilidad 

de que la acetilación de la Lys411  provoque algún cambio conformacional en la tubulina a gran 

escala que pueda ser detectado desde fuera del microtúbulo, y limita las proteínas 

"interpretadoras" de la acetilación a aquellas que de alguna manera tienen acceso al lumen del 

microtúbulo. Respecto a esto, estudios estructurales de microtúbulos han detectado partículas 

electrodensas dentro del lumen de los microtúbulos, tanto de microtúbulos axonemales como 

microtúbulos de neuronas o células CHO (Bouchet-Marquis et al., 2007; Garvalov et al., 2006; 

Nicastro et al., 2011; Topalidou et al., 2012). Estas partículas, las cuales pueden ser asumidas 

proteínas, en muchos casos tienen un arreglo periódico dentro del microtúbulo lo que da cuenta 

de su especificidad de unión y descartan un artificio técnico. La identidad de estas proteínas es 

desconocida hasta el momento, aunque se pueden plantear algunos candidatos. El primero, la a-

TAT1, la cual necesariamente tiene que encontrarse dentro del lumen, aunque su relevancia 

respecto del rol de la acetilación es cuestionable ya que resulta un tanto anti-intuitivo que la 

misma proteína que produce la modificación postraduccional sea quien la interprete. Otra 

proteína candidato a "sensar" el lumen de los microtúbulos es la proteína estabilizadora de 

microtúbulos Tau. Un estudio in vitro determinó que una parte de la misma puede contactar el 

lumen de los microtúbulos (Kar et al., 2003), aunque otro estudio posterior, utilizando otra 

técnica, no pudo detectar Tau (o alguna parte de ella) en la parte luminal de los microtúbulos 

(Santarella et al., 2004). Las +TIPs por otro lado se unen al extremo (+) de los microtúbulos en 

crecimiento, el cual es una lámina abierta (que luego se cierra formando el microtúbulo). Desde 

esta posición tendrían un acceso menos restringido al lumen del microtúbulo al unirse a esta 

lámina que aún no se cerró. Esto las convierte en posibles candidatos también, sin embargo, aún 

no hay evidencias experimentales que soporten este modelo (tampoco que lo rechacen). 

Considerando la ausencia de diferencias (estructurales y de dinamismo) entre 

microtúbulos acetilados y no acetilados y el hecho de que no se han identificado proteínas que 

efectivamente puedan distinguir entre ellos, cobra fuerza la posibilidad de que la acetilación de 

tubulina ejerza su efecto en la célula a través del dímero. Una función que podría cumplir el 

dímero no-acetilado es la de regular la síntesis de proteínas (a nivel transcripcional ó 

postra nscripcional), ya sea de la misma tubulina (regulando quizás la expresión de diferentes 

isotipos de tubulina) o de otras proteínas. Recientemente se ha descripto que el dímero de 

tubulina deacetilada (y no el microtúbulo) se une a la GTPasa pequeña Rheb y así regula los 

niveles de Rheb unido a GTP, lo cual a su vez determina la actividad de Rheb (Lee et al., 2013). 

Esta GTPasa es conocida por activar el complejo mTORC (mamo/jan target gf  rapamycin complex) 

el cual regula la expresión de diferentes genes (Dobashi et al., 2011). Si bien no se ha comprobado 

que los niveles de tubulina acetilada regulen la expresión de genes mediante este mecanismo, 

ciertamente es una posibilidad. Por otro lado, en macrófagos, un aumento de los niveles de 

tubulina acetilada promueve un aumento de la transcripción de IL-10 a través de una mayor 

fosforilación de la MAPK p38 (Wang et al., 2014). En ese trabajo los autores no develan el 

mecanismo mediante el cual la acetilación de tubulina influye los niveles de fosforilación de p38 

(ni tampoco si lo hace a través del dímero o el microtúbulo), pero claramente es un ejemplo de 

regulación de expresión génica mediada por acetilación de tubulina (directa o indirectamente). 

Por otro lado, como se mencionó anteriormente, la acetilación del tubulina (a través del 

dímero) podría regular la expresión de los diferentes genes de tubulina. Diferentes estudios han 

demostrado que los niveles de tubulina total son regulados por la concentración del dímero en la 



célula: tratamiento de células CHO con taxol (estabilizador de microtúbulos) inducen un aumento 

en la síntesis de tubulina (a y 0), mientras que tratamientos con drogas depolimerizantes de 

tubulina (nocodazol, etc.) o la microinyección de dímeros de tubulina en la célula producen el 

efecto contrario (Caron et al., 1985; Cleveland et al., 1981, 1983). En ninguno de estos estudios se 

tuvo en cuenta el estado de acetilación de esos dímeros y cabe la posibilidad de que esto sea un 

factor que regule la manera en que los mismos alteran la expresión de los diferentes genes de 

tubulina. A continuación se exponen algunos ejemplos de literatura en donde se observa una 

correlación inversa entre cantidad de tubulina acetilada y cantidad de tubulina total, aunque en 

ninguno de ellos se establece una relación causal entre ambos fenómenos. Plantas que expresan 

una mutante de a-tubulina en la cual se remplazó la Lys40  por una glutamina o una alanina (dos 

aminoácidos sin carga que imitan a la tubulina acetilada) poseen niveles casi indetectables de 

tubulina y no se observan microtúbulos. Por el contrario, cuando la Lys40  se reemplaza por una 

arginina (conserva la carga, imita a la lisina no acetilada) el fenotipo aberrante desaparece (Xiong 

et al., 2013). En otro estudio determinan que en neuronas de C. elegans el complejo elongador 

(Elongator comp/ex), del cual forma parte Elp3 (una de las tubulina acetil-transferasas), acetila 

tubulina y que a su vez los niveles de tubulina acetilada se correlacionan inversamente con los 

niveles de a-tubulina (Solinger et al., 2010). En corteza prefrontal de pacientes alcohólicos los 

niveles de alfa y beta tubulina son mucho menores que en pacientes control (no alcohólicos) y a 

su vez tienen mayores niveles de tubulina acetilada (Erdozain et al., 2014). Los resultados de estos 

últimos 3 trabajos también podrían ser explicados por una activación de la degradación de la 

tubulina (la cual es otra potencial función de la acetilación), aunque el efecto tendría que ser 

indirecto ya que si la tubulina acetilada fuera más sensible a ser degradada habría una correlación 

inversa a la observada entre cantidad de tubulina y cantidad de tubulina acetilada. 

Por último quisiera plantear un modelo que conjuga el dímero como principal efector 

fisiológico de la acetilación de tubulina con la potencial inhibición de HDAC6 por iones calcio 

dentro de las células. Consideremos los siguientes datos: la ct-TAT1 trabaja principalmente sobre 

el microtúbulo, mientras quela HDAC6, según nuestro trabajo y otros (Matsuyama et al., 2002; 

Zhao et al., 2010b), principalmente sobre dímeros de tubulina. En cerebro por lo menos un 64% 

de la tubulina se encuentra acetilada (Fig. liB) y a su vez hay suficiente actividad deacetilasa en 

un homogenato de cerebro como para deacetilar prácticamente toda esa tubulina en 45 minutos 

a 4 °C. Si bien estos datos provienen de homogenatos de cerebro, con fines argumentativos 

vamos a asumir que a grandes rasgos reflejan lo que se encuentra en una neurona o una célula 

glial. Con estos datos presentados, y bajo las condiciones asumidas, cabe imaginar que cuando un 

microtúbulo acetilado se desensambla (total o parcialmente) los dímeros de tubulina son 

deacetilados rápidamente por la HDAC6. Por ende, lo más probable es que en condiciones 

fisiológicas (en neuronas o células giales) la población de dímeros de tubulina en la célula se 

encuentren en su mayoría deacetilados. Ante un evento celular en donde entra el calcio, habría 

un desensamble local de microtúbulos inducido por el calcio (los cuales a priori serían en su 

mayoría acetilados) al mismo tiempo que la HDAC6 se encontraría inhibida (por los iones Ca2 ). De 

esa manera aumentaría la concentración local de dímeros acetilados, los cuales ejercerían su 

efecto sobre la fisiología celular (por ejemplo la regulación de la expresión génica). De esta 

manera, la acetilación de tubulina podría funcionar como un mecanismo dinámico de censado y 

de señalización (mediada por los dímeros de tubulina) de ciertas condiciones en las cuales se 

induce una entrada de calcio al citosol. Curiosamente, y en concordancia con este modelo, 

rodajas de hipocampo en cultivo tratadas con cloruro de potasio (el cual dispara la 
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despolarización masiva de neuronas y por ende un gran aumento en la concentración intracelular 

de calcio) muestran un aumento en los niveles de tubulina acetilada (Pandey y Sharma, 2011). 
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Figura 27: Modelo de mecanismo de acción de la acetilación de tubulina 

ESPACIO 

EXTRACELULAR 

(A) En una célula en reposo, un microtúbulo estable está compuesto principalmente por dímeros 

de tubulina acetilada. Ante una eventual depolimerizacióri (total o parcial) los dímeros de tubulina 

acetilada son rápidamente deacetilados por la HDAC6. Esto mantiene la población de dímeros 

principalmente deacetialdos (B) Ante un estímulo que provoque la entrada de calcio los 

microtúbulos estables (algunos) se depolimerizan liberando dímeros de tubulina acetilada en el 

citosol. Dado que la HDAC6 se encuentra inhibida por los iones de calcio estos dímeros no pueden 

ser deacetilados y al aumentar su concentración ejercen su efecto sobre la fisiología celular. 



MATERIALES Y MÉTODOS 



Materiales 

Trichostatin A (TSA), Tubacin, Triton X-100, SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), anticuerpo 

monoclonal anttubuIina acetilada producido en ratón (clon 6-1113-1), anticuerpo monoclonal anti 

ct-tubulina producido en ratón (clon DM1A), anticuerpo monoclonal anti tubulina tirosinada 

producido en ratón (clon Tub-1A2), anticuerpo monoclonal anti subunidad a de Na7K -ATPasa 

producido en ratón (clón M7-PB-E9) MES (2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid), Taxol, albúmina 

sérica bovina (BSA), fenantrolina, PMSF, cloruro de magnesio, EGTA, guanosina trifosfato (GTP), 

Coomasie blue R-250, adenina trifosfato (ATP), la fosfocelulosa y el cloruro de calcio son de Sigma 

Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los anticuerpos secundarios fluorescentes infrarrojos anti lgG de 

ratón hecho en cabra lRDye® 800CW y el anti lgG de conejo hecho en cabra lRDye® 800CW son de 

Li-Cor Biosciences (Lincoln, NE, USA). Proteína G recombinante conjugada a Sepharose 413 es de 

Invitrogen Corp. (Grand Island, NY, USA). El anticuerop anti lgG de ratón (H+L) hecho en mono 

Alexa Fluor® 488 es de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA).EI reactivo FluorSave 

es de Calbiochem/ EMD Biosciences (La Jolla, CA, USA). El suero fetal bovino es de Natocor 

(Córdoba, Argentina). El ácido bórico es de PlusOne, Pharmacia Biotech (Uppsala, Suecia). El 

anhídrido acético es de J. T. Baker (Phillipsburg, Ni, USA). La nicotinamida es de ICN Biomedicals y 

los anticuerpos anti tubulina-Glu y anti tubuhna-A2 fueron hechos en el laboratorio. Glicerol es de 

Taurus, Argentina. 

Métodos 

Líneas celulares en cultivo 

Las células CAD (un subclón de una línea celular catecolaminérgica derivada de un tumor 

neurona¡) fueron cultivadas en DMEM/F12 (Dulbecco's modified Eagle's medium/Ham's F12). Las 

células CHO (ovario de hámster chino) y COS (células tipo fibroblasto derivadas de riñón de mono 

verde africano) fueron cultivadas en DMEM. Todas las líneas celulares fueron cultivadas en sus 

respectivos medios suplementados con 10% y/y de suero fetal bovino, 10 unidades/ml de 

penicilina y 100 ig/ml de estreptomicina y mantenidas a 37 °C en una atmósfera de aire/CO2  

(19:1) de alta humedad. 

Electroforesis de proteínas y Western blot 

Se separaron las proteínas por SDS-PAGE (geles al 10%) (Laemmli, 1970) y  se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Towbin et al., 1979). Luego de bloquearlas con leche 

descremada al 5% en PBS las membranas fueron incubadas con alguno de los siguientes 

anticuerpos por 4 horas a temperatura ambiente: anti a-tubulina, anti tubulina acetilada y anti 

tubulina tirosinada diluidos 1:5000 y  anti tubulina-glu o anti tubulina-A2 diluidos 1:500, todos en 

PBS con leche descremada al 1% p/v. Se lavaron en PBS (3 x 5 minutos) y se incubaron con 

anticuerpos secundarios fluorescentes infrarrojos 1 hora a temperatura ambiente (diluidos 1:20 

000 de PBS con leche descremada al 1%). Se lavaron nuevamente (3 x 5 minutos en PBS) y luego 



fueron escaneadas en el escáner infrarrojo Odyssey (Li-Cor). Las bandas fueron cuantificadas 

utilizando el programa Scion Image (Scion Corporation). 

Tinción de SDS-PAGE con Coomasie Blue 

Una vez separadas las proteínas por SDS-PAGE se tiñó el gel incubándolo por 10 minutos 

en solución de tinción (Ácido acético 0.5%, metanol 20%, Coomasie blue R-250 0.1% p/v) en baño 

maría a 90 °C. Luego se lavó el gel incubándolo sucesivas veces en solución desteñidora (Ácido 

acético 0.5%, metano¡ 20%) en baño maría a 90 °c hasta obtener un fondo claro. 

Tinción de SDS-PAGE con nitrato de plata 

Una vez finalizada la corrida se fijó el gel incubándolo 2 horas en solución fijadora (50% 

metano¡, 12% ácido acético, 0.05% formalina). Luego se lo lavó 3 veces en etanol 35% por 20 

minutos cada vez y se lo sensibilizó incubándolo en una solución de tiosulfato de sodio 0.02% por 

2 minutos. Se lavó el gel en agua 3 veces por 5 minutos y se tiñó con solución de tinción (nitrato 

de plata 0.2%, formalina 0.076%) por 20 minutos a temperatura ambiente. Se lavó en agua por un 

minuto, dos veces, y se reveló incubándolo en solución de revelado (6% carbonato de sodio, 

0.05% formalina, 0.0004%). Tras la aparición del color deseado se frenó la reacción de revelado 

incubando el gel en solución 50% metano¡, 12% ácido acético. 

Purificación de tubulina empobrecida del isotipo acetilado 

Se homogenizaron cerebros de ratas Wistar adultas en 1.5 volúmenes de buffer MEM 

[100 mM MES, 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF y  1 mM fenantrolina, llevado a pH 6,7 con 

NaOH] frío (baño de hielo) y se centrifugó a en frío (100 000 g por 30 minutos a 4 °C). A la 

fracción sobrenadante (SN1) se la suplementó con glicerol (40% y/y concentración final) y se la 

incubó a 37 °c por 30 minutos y se la centrifugó en caliente (100 000 g por 30 minutos a 27 °C). Se 

descartó el sobrenadante (SN2) y al precipitado (P2) se lo resuspendió en buffer MEM frío (1/5 del 

volumen del SN1  sin glicerol). Se lo mantuvo en baño de hielo por media hora y se lo centrifugó en 

frío (100 000 g por 30 minutos a 4 °C). Se tomó el sobrenadante (SN3, tubulina purificada por un 

ciclo; PMT(xl)), se le agregó GTP (concentración final 0.3 mM) y glicerol (concentración final 40% 

y/y), se lo incubó durante 30 minutos a 37 °c y se lo centrifugó en caliente. Se descartó el 

sobrenadante (SN4) y se resuspendió el precipitado (P4) en buffer MEM frío con ATP 1.5 mM. Se lo 

mantuvo en baño de hielo por 30 minutos y se lo centrifugó en frío. El sobrenadante (SN5, 

proteínas de microtúbulos purificada por 2 ciclos; PMT(x2)) fue tratado de la misma manera que 

el SN3  para obtener el SN7  (proteínas de microtúbulos purificadas por 3 ciclos). 

Purificación de tubulina enriquecida en el isotipo acetilado 

Cerebros de ratas Wistar fueron homogenizados y procesados para obtener tubulina 

purificada por 3 ciclos como descripto arriba con la modificación de que el buffer de 



homogenización contenía TSA 6 tM y el resto de los buffers TSA 1 hM. 

Para los experimentos de comparación entre muestras enriquecidas y empobrecidas en 

tubulina acetilada se dividieron los cerebros en dos (hemisferio izquierdo y derecho) y se tomó un 

hemisferio de cada cerebro (aleatoriamente) para hacer cada una de las preparaciones 

(enriquecida o empobrecida), de manera tal que ambas preparaciones fueran comparables. 

Purificación de tubulina por columna de fosfocelulosa 

Se hidrató por 30 minutos la fosfocelulosa utilizando 50ml de agua destilada por cada 

gramo de resma. Mientras se hidrataba la resma se extrajo el polvo fino en suspensión. Luego de 

hidratar y decantar la resma, el agua fue eliminada y a la resma sedimentada se le agregó 

hidróxido de sodio 2 M en una relación 3:1 de volumen (gel:hidróxido). Luego de 5 minutos se 

filtró la resma utilizando un embudo büchner, se la enjuagó con abundante agua y se la incubó 

con una solución de ácido clorhídrico 2 M por 5 minutos. Se la filtró nuevamente, se enjuagó con 

abundante agua destilada hasta lograr un pH de 5-5.5 y luego se utilizó esta resma para armar la 

columna (se utilizaron aproximadamente 8 ml de resma por cada mililitro de SN3). Se la equilibró 

con 5 volúmenes de buffer MEM ± TSA 0.5 pM según se tratara de purificar tubulina acetilada o 

no acetilada y luego se sembró la muestra (SN3). Se recogieron las fracciones de SN3  que eluyeron 

de la columna, las cuales constituyen la muestra de tubulina purificada (sin MAP5). Las MAPs por 

ser proteínas de naturaleza básica quedan retenidas en la columna mientras que la tubulina, que 

es ácida no. 

Ensayos de turbidimetría 

La polimerización/depolimerización de tubulina fue seguida midiendo la absorbancia de 

la solución a 350 nm. Se incubó a 37 oc un SN3  (2,5 mg de proteína/mi) adicionado con GTP 0.5 
mM (concentración final). Se utilizó un espectrofotó metro termostatizado (modelo LJV-2401PC; 

Shimadzu). Se midió la absorbancia cada 30 segundos. 

Inmunopurificación de tubulina acetilada 

El anticuerpo 6-1113-1 anti tubulina acetilada fue unido a esferas de Sepharose-proteína 

G (100 ig de 6-1113-1 por cada 200 tl de Sepharose-Proteina G) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Después de lavar la resma unida al anticuerpo, esta fue incubada durante 2 horas a 

temperatura ambiente con un SN5  enriquecido en tubulina acetilada (600 hl  1,5 mg de 

proteína/mi) y luego lavada 5 veces con 10 volúmenes de cama de PBS suplementado con Triton 

X-100 al 0.5%. Las proteínas unidas fueron eluídas dos veces con 400 hl  de buffer de elución 

(fosfato 100 mM llevado a pH 12 con NaOH, TSA 9 hM) por 5 minutos con agitación suave a 

temperatura ambiente. Las dos eluciones fueron combinadas y guardadas a -20 T. Como control 

se incubó la Sepharose unida al anticuerpo con un SN5  empobrecido de tubulina acetilada y se lo 

procesó en paralelo como ya descripto. 



Cuantificación del porcentaje de tubulina acetilada en muestras enriquecidas en el isotipo 

acetilado 

Se analizó el contenido de a-tubulina por Western blot de diferentes cantidades de la 

muestra a analizar (SN1, SN3, etc.) y de tubulina acetilada inmunopurificada (estándar). Se 

eligieron cantidades de cada muestra que contuvieran igual cantidad de tubulina total y se 

analizaron nuevamente por Western blot pero esta vez revelado con anti tubulina acetilada. Se 

calculó el porcentaje de tubulina acetilada respecto de tubulina total como la densidad óptica 

(DO) de la banda de tubulina acetilada de la muestra problema dividido la DO de la banda de 

tubulina acetilada del estándar, multiplicado por cien. 

Cuantificación del porcentaje de tubulina acetilada en muestras empobrecidas en el isotipo 

acetilado 

Se prepararon dos SN3  uno enriquecido en tubulina acetilada y otro empobrecido y se 

igualó su concentración proteica. El enriquecido se utilizó como estándar, asumiendo que 

contiene un 64% de tubulina acetilada según mediciones previas (de otros SN3). Se mezclaron 

ambos sobrenadantes, manteniendo constante el volumen final de mezcla, de manera tal que el 

porcentaje de tubulina acetilada del SN3  empobrecido aumentara en 0, 0.2, 0.4 o 0.8 unidades 

porcentuales. Se analizaron las mezclas por Western blot con el anticuerpo anti tubulina acetilada 

y se graficó la densidad óptica de la banda en función del porcentaje de tubulina acetilada 

agregado. Se determinó pendiente y la ordenada al origen del gráfico mediante regresión lineal y 

se calculó la concentración de tubulina acetilada en el SN3  empobrecido como la relación entre la 

ordenada al origen y la pendiente. Para asignarle un error a esta medición se sumaron los errores 

relativos de los datos de origen: 0.15 para el valor del porcentaje de tubulina acetilada del SN3  

enriquecido, 0.326 para el valor de la ordenada al origen y 0.13 para el valor de la pendiente. Esto 

da un error relativo total de 0.6. El error absoluto de una medición es el producto del error 

relativo por el valor de la misma, lo que daría en el caso del porcentaje de tubulina acetilada en 

SN3  un error del 0.11%. 

Microscopía de Inmunofluorescencia 

Las células fueron crecidas sobre un cubreobjeto y fijadas con metano¡ anhidro a -20 °C 

por 10 minutos. Se lavaron con PBS, se incubaron con albúmina sérica bovina solubilizada en PBS 

(5% p/v) por una hora y luego se incubaron con el anticuerpo primario (anti tubulina acetilada, 

clon 6-1113-1, dilución 1:1000 en PBS con albúmina al 1% p/v) por 4 horas a 37 T. Se lavaron las 

células 3 veces con PBS y se incubaron 1 hora con el anticuerpo secundario (anti lgG de ratón 

conjugado a Alexa Fluor 9488). Se lavaron 3 veces con PBS otra vez y se montaron los 

cubreobjetos sobre FluorSave. Las imágenes fueron colectadas usando un microscopio confocal 

espectral FV1000 Olympus (Olympus Latín America, Miami, EL, USA) equipado con un láser 

argón/helio/neón a la longitud de onda correspondiente usando el software (Olympus FV Viewer) 

provisto por el fabricante y procesadas utilizando el programa Image J 1.46r (Wayne Rasband; 

NIH, USA). 



Acetilación química de tubulina 

En preparaciones parcialmente purificadas: A una muestra de 100 iii de SN1  (15 mg de 

proteína/mi) o de SN3  (2-4 mg de proteína/mi) se le agregó 125 iii de ácido bórico (500 mM, pH 9) 

y luego 50 tl de anhídrido acético frío al 1% y/y recién preparado, o de agua. Se incubó la mezcla 

a 4 oc por 20 minutos y luego se le agregó 100 iii de buffer de muestra Laemmli (5x, concentrada 

5 veces). Las muestras fueron re-diluidas con buffer de muestra Laemmli lx para obtener 

concentraciones de tubulina adecuadas para Western biot. Se analizó el contenido de tubulina 

acetilada de ambas muestras por Western blot. Se sembraron 2 cantidades (lx y 2x) por triplicado 

de cada muestra. 

En cultivos celulares: Células crecidas a 80% de confluencia en un disco de cultivo de 10 

cm de diámetro fueron lavadas con PBS a 37 °C y recolectadas luego en 2 mi de buffer de 

extracción (ácido bórico 280 mM pH 9, SDS 1%, TSA 3 hM, PMSF 1 mM y EGTA 1 mM). El extracto 

de células fue sonicado (3 x 30 segundos, en sonicador Parmer Ultrasonic Homogenizer) y luego 

centrifugado a 10.000 g por 10 minutos a 15 T. Se recolectó el sobrenadante y se dividió en dos 

alícuotas de 900 pil cada una. A una fracción se le agregaron 110 il de anhídrido acético 2% y/y 

recién preparado y a la otra se le agregaron 110 pi de agua. Ambas alícuotas se mantuvieron a 4 

°C por 20 minutos y luego se precipitaron sus proteínas con meta no¡-cloroformo (ver abajo). El 

precipitado de proteínas se resuspendió en 300 pl de buffer de muestra Laemmli y se lo sonicó 3 

veces por 30 segundos. Se analizó el contenido de tubulina acetilada de ambas muestras por 

Western blot. Se sembraron 2 cantidades (lx y 2X) por triplicado de cada muestra. 

Precipitación de proteínas con metano¡-cloroformo 

Se utilizó el método descripto por Folch et al. (1957). Brevemente, se mezcló un 

volumen de solución acuosa de proteínas con 1.25 volúmenes de metanol-cloroformo (4:1) y  se 

agitó con Vortex por aproximadamente 30 segundos. La mezcla se centrifugó a 10.000 g por 10 

minutos a temperatura ambiente y se descartó la fase superior con cuidado de no remover la 

interfase. Se agregó metano¡ (0.75 volúmenes respecto del volumen acuoso original) y se 

centrifugó a 10 000 g por 30 minutos a temperatura ambiente. Se removió el solvente y se dejó 

secar el precipitado, el cual fue resuspendido y sonicado en buffer de muestra Laemmli. 

Medición de la concentración de proteínas totales 

Se midió el contenido de proteínas de las muestras utilizando el método de Bradford 

(1976) utilizando albúmina sérica bovina como estándar. 

Preparación de membranas disueltas en detergente 

A menos que se especifique lo contrario, todo el proceso fue realizado a 4 °C. Se 

homogenizó un cerebro de rata en buffer de homogenización 10:1 p/v (Tris/HCI 10 mM, pH 7.4, 

sacarosa 0.32 M, PMSF 0.5 mM) y se centrifugó 10 minutos a 10.000 x g. Se tomó el sobrenadante 

y se le adicionó cloruro de sodio 2 M concentración final. Se sonicó 3 veces en nivel de potencia 5 

por 10 segundos en un sonicador Cole-Pa rmer serie 4710 y se lo incubó 30 minutos en baño de 



hielo. Se centrifugó 30 minutos a 100.000 x g y se descartó el sobrenadante. El precipitado, el cual 

se denomina como primer precipitado de membranas, fue resuspendido (utilizando un 

homogenizador) en 5 ml de buffer MEM-PMSF (buffer MEM conteniendo PMSF 0.5 mM). Se 

centrifugó a 100.000 x g por 30 minutos y al precipitado resultante se lo resuspendió en 500 pi de 

buffer MEM-PMSF (concentración de proteínas z 4 mg/ml). Esta preparación se guardó a -70 oc 

hasta el día del experimento de coprecipitación (máximo una semana más tarde), en el cual se le 

agregó triton X-100 a concentración final 1% y/y con el fin de extraer las proteínas de membrana. 

Se lo incubó por 30 minutos en baño de hielo y se lo centrifugó a 100.000 x g por 30 minutos. Se 

utilizó el sobrenadante resultante, el cual se denomina como membranas disueltas en detergente. 

Membranas pretratadas: en el caso de que se hubieran utilizado membranas 

pretratadas con etanol y calcio calmodulina (coprecipitación con tubulina enriquecida o 

empobrecida del isotipo acetilado), las mismas fueron preparadas de la siguiente manera. Se 

resuspendió el primer precipitado de membranas (utilizando un homogenizador) en buffer MEM-

PMSF adicionado con calcio 5 mM, calmodulina 400 nM y etanol 0.6% y/y. Se incubó 15 minutos a 

37 oc y se centrifugó a 100.000 x g por 20 minutos. Se resuspendió el precipitado (utilizando un 

homogenizador) en 5 ml de buffer MEM-PMSF, se centrifugó nuevamente a 100.000 x g por 20 

minutos y se resuspendió el precipitado en 500 [ti de buffer MEM-PMSF. Esta preparación se 

guardó a -70 oc hasta el día del experimento (máximo una semana más tarde), en el cual se 

extrajeron las proteínas de membrana. Para ello se le agregó Triton X-100 a concentración final 

1% y/y, se lo incubó por 30 minutos en baño de hielo y se lo centrifugó a 100.000 x g por 30 

minutos. Se utilizó el sobrenadante resultante, el cual se denomina como membranas pretratadas 

disueltas en detergente 

Coprecipitación de PMCA con microtúbulos 

A 200 pi de una preparación de proteínas de microtúbulos de un ciclo (SN3, 

concentración de proteínas z3.5 mg/mi) se le adicionó taxol 100 l.iM, GTP 0.5 mM, luego 40 iii de 

membranas disueltas en detergente. Todo el procedimiento fue realizado en baño de hielo. 

Posteriormente se incubó la mezcla por 25 minutos a 37 °c y se centrifugó a 100.000 x g a 4 °c por 

15 minutos. Se recogió el sobrenadante al cual se le agregaron 0.2 volúmenes de buffer de 

muestra Laemmli 5x. El precipitado fue resuspendido en un volumen equivalente de buffer de 

muestra Laemmli lx. Se analizó el contenido de tubulina y PMCA mediante Western biot. 

Coprecipitación de PMCA con microtúbulos preensamblados 

A una alícuota de 200 pi de una preparación de proteínas de microtúbulos purificada por 

un ciclo enriquecida en tubulina acetilada (SN3, concentración de proteínas 3.5 mg/mi) se le 

agregó taxol 100 liM y GTP 0.5 mM y se la incubó 25 minutos a 37 °c. A otra alícuota del mismo 

volumen se la mantuvo en baño de hielo y se le agregó taxol 100 iM y GTP 0.5 mM justo antes de 

que se cumplan los 25 minutos de incubación de la otra alícuota. Luego se les agregó 40 ii de 

membranas disueltas en detergente (a la segunda alícuota mientras estaba todavía en frío) y se 

procesaron como en el experimento de coprecipitación descripto arriba. 
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